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Oksidativna degradacija masti i ulja u hrani dovodi do promene mirisa i ukusa, čime 
se narušava njen nutritivni i senzorni kvalitet, obzirom na potencijalnu toksičnost nastalih 
jedinjenja (Gordon, 2001). Iz navedenog razloga je neophodno dodavati antioksidante tokom 
tehnološkog procesa prerade. Postoji osnovana sumnja da su najčešće korišćeni sintetički 
antioksidanti BHT (2,6-di-terc-butil-4-metilfenol) i BHA (smeša izomera 2-terc-butil-4-
hidroksianizola i 3-terc-butil-4-hidroksianizola) toksični, dok su prirodni antioksidanti, kao 
što su α-, β-, γ- i δ-tokoferol, skupi i manje efikasni (Moure i sar., 2001). Potreba zamene 
sintetičkih antioksidanata prirodnim, kao i zahtevi potrošača za upotrebom "prirodnih" aditiva 
u hrani, inicirali su intenzivna ispitivanja antioksidantne  aktivnosti sirovih i prečišćenih 
ekstrakata biljnog materijala. Prva sistematska istraživanja na 32 začinske biljke ukazala su da 
skoro sve poseduju antioksidativna svojstava (Chipault i sar., 1952, 1955, 1956). 
Upotreba aromatičnih i začinskih biljaka kao prirodnih konzervanasa datira još iz 
preantičkih i antičkih vremena. Naime, još su stari narodi zapazili da dodavanje začina ne 
samo da poboljšava ukus i miris hrane već i sprečava njeno kvarenje i produžava održivost 
namirnica. Kasnija istraživanja dokazala su da začinske biljke sadrže supstance sa izraženim  
baktericidnim i fungicidnim delovanjem (etarska ulja) kao i supstance sa snažnim 
antioksidantnim delovanjem, koje se najčešće pripisuje jedinjenjima fenolne strukture 
(Mimica-Dukić, 2003).  
Primena lekovitih i aromatičnih biljaka u prehrambenoj industriji doživela je 
ekspanziju u poslednjih desetak godina, posebno od kada je kao svetski trend u ishrani 
uvršćena tkz. “funkcionalna hrana“, koja pored nutritivnih, poseduje i lekovita svojstva. 
Moderne prehrambene tehnologije već koriste začinske i lekovite biljke u proizvodnji mesa i 
mesnih prerađevina, mlečnih i pekarskih proizvoda. 
Da bi se mogli klasifikovati kao dijetetski suplementi i aditivi, fitonutrijenti moraju 
biti zdravstveno bezbedni. U ovu grupu jedinjenja ubrajaju se etarska ulja, kao smeše 
isparljivih netoksičnih supstanci i fenolna jedinjenja različitih struktura. U kombinaciji,  ove 
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supstance ispoljavaju antimikrobne i antioksidantne efekte na hranjivom supstratu, a 
generalno pozitvno deluju na ukupno zdravstveno stanje konzumenata.  Ove uslove 
ispunjavaju dole navedene poznate začinske i lekovite biljke.  
Peršun (Petroselinum crispum (Mill.) A.W. Nym. ex Hill, Apiaceae) je aromatična 
biljka koja se učestalo koristi u kulinarstvu i u terapeutske svrhe. Sveže i osušeno lišće, koren, 
plod i seme ove biljke koristi se u farmaceutskoj, kozmetičkoj i prehrambenoj industriji za 
proizvodnju začina, etarskih ulja i droga. Ova biljka upotrebljava se kao karminativ, diuretik, 
hipertenziv, hipotenziv, stomahik, abortificijent i kao nutritivno sredstvo. Ona sadrži velike 
količine flavona apigenina, koji je prvenstveno prisutan u formi apiina (7-O-apiosida). 
Literaturni podaci ukazuju na pozitivne efekte konzumiranja peršuna, odnosno na  pozitivnu 
korelaciju između unosa peršuna i porasta aktivnosti superoksid dizmutaze i katalaze, kao i na 
smanjenje oksidacije proteina kod ispitivanih volontera (Nielsen i sar., 1999; Robbers i Tyler, 
1999; Kreydiyyeh i Usta, 2002).  
Krušina (Rhamnus frangula L., Rhamnaceae) je žbunasta biljka poreklom iz Evrope i 
zapadne Azije. U medicini se upotrebljava kao laksativ u obliku čajeva, tableta ili ekstrakata. 
Hemijski je klasifikovana kao antrahinonska biljka. Njeni glavni sastojci su antrahinonski 
glikozidi, flavonoidi i tanini. Antrahinoni i srodna jedinjenja ispoljavaju inhibitorni efekat na 
oksidaciju linolne kiseline. Emodin poseduje sposobnost inhibicije stvaranja superoksid anjon 
radikala, koja je u rangu aktivnosti kvercetina (Van den Gorkom i sar., 1999; Thomson, 
1997). 
Menta ili pitoma nana (Mentha x piperita L., Lamiaceae) je dobijena veštačkom 
selekcijom (hibrid Mentha aquatica L. x Mentha spicata L.) i gaji se širom sveta (Scora i 
Chang, 1997). Osušeno lišće nane od davnina se koristi za spravljanje čajeva koji se koriste 
kod lečenja prehlada, zubobolja i stomačnih tegoba. Etarsko ulje nane ima široku primenu u 
farmaceutskoj, prehrambenoj i kozmetičkoj industriji. Ono sadrži mentol, menton, mentil 
estre i druge monoterpenske derivate. Veliki broj literaturnih podataka ukazuje na jedinstvene 
antioksidativne osobine mente. Veliku sposobnost deaktivacije DPPH˙ radikala korišćenjem 
ekstrakata mente naučnici dovode u vezu sa visokim sadržajem fenolnih kiselina i flavonoida. 
Sve biljke iz familije Lamiaceae odlikuju se značajnim sadržajem ruzmarinske kiseline 
(Guédon i Pasquier, 1994; Areias i sar., 2001; Triantaphyllou i sar., 2001; Mimica-Dukić i 
sar., 2003; Bozin i sar., 2006; Bozin i sar., 2006; Mimica-Dukić i sar., 2004; Mimica-Dukić i 
Božin, 2007; Mimica-Dukić i Božin, 2008). 
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Kim (Carum carvi L., Apiaceae) je dvogodišnja biljka prijatnog mirisa. Aromatično 
seme se upotrebljava za začinjavanje hleba, kolača, ribe, kobasica, sireva, supa, dok se lišće 
može dodavati salatama i supama. Kim se kao lekovita biljka koristi za stimulisanje varenja i 
digestije. Ulje kima poseduje baktericidno dejstvo. Glavni sastojak etarskog ulja ploda je 
karvon (50-60%) (Bellakhdar, 1997). 
Obična breza (Betula pendula Roth., Betualceae) od davnina se koristi u tradicionalnoj 
medicini. Koriste se kora, list, pupoljci, biljni sok, u formi čaja, ekstrakta, etarskog ulja itd. 
Ona se primenjuje kod lečenja urinarnog trakta, bolesti kože, infekcija i upala. Osim toga, 
etarska ulja breze su našla široku primenu u kozmetičkoj industriji, zahvaljujući prijatnom 
mirisu. Različita fitohemijska istraživanja breze ukazuju na visok sadržaj fenola, flavonoida, 
tanina, saponina, glikozida, sterola i terpenskih derivata (Hegnauer,1964; Pokhilo i Uvarova, 
1988; Guenther, 1975; Demirci i sar., 2000a,b, Demirci i Basser, 2003).  
Kod izbora prirodnog aditiva velika pažnja mora se posvetiti prirodi  supstrata na 
kome se ispituje antioksidativna aktivnost. Tako je npr. vrlo visoka aktivnost ruzmarina i 
žalfije dokazana u slanini, dok karanfilić ispoljava najveću aktivnost u emulziji ulje-voda 
(Madsen i Bertelsen, 1995).  
 Održivost kvaliteta krekera, keksa i biskvita od velikog je interesa zbog njihove široke 
upotrebe i relativno dugog roka trajanja. Dokazano je da u biskvitima, dodatak prečišćenih 
ekstrakata majorana, mente i bosiljka efikasno sprečava oksidaciju lipida u poređenju sa 
efektom BHA (Bassiouny i sar., 1990). Smatra se da antioksidativna svojstva variraju u 
zavisnosti od kompleksnih interakcija između različitih faktora, uključujići tip i koncentraciju 
aktivnih komponenti potencijanog antioksidanta i prirodu ispitivanog matriksa hrane (Madsen 
i Bertelsen, 1995; Schwarz i sar., 2001). Takođe se mora uzeti u obzir i termički tretman 
primenjen u proizvodnji pekarskih ili brašneno-konditorskih proizvoda. 
 Polazeći od pretpostavke da bi dodavanje opisanih začinskih i lekovitih biljaka u 
konditorske proizvode značajno unapredilo njihov kvalitet (nutritivni i lekoviti potencijal i 
održivost proizvoda), a uzimajući u obzir sve napred navedene relevantne faktore  u okviru 
ove doktorske disertacije  postavljeni su sledeći ciljevi:   
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♦ Da se izvrši detaljna analiza fenolnih komponenata u etanolnim ekstraktima ploda 
peršuna, kore krušine, lista mente, ploda kima i lista obične breze, pre i nakon 
hidrolize. 
♦ Da se ispitaju antioksidantne aktivnosti etanolnih ekstrakata navedenih biljaka pre 
i nakon termičke obrade, kao i ekstrakta smeše radi utvrđivanja sinergističkog 
efekta komponenata.  
♦ Da se ispita sposobnost i kapacitet  pulvisa i ekstrakta komercijalnog preparata na 
bazi smeše gore pomenutih biljaka, da vrše inhibiciju oksidacije lipida u 
ispitivanom prehrambenom proizvodu. 
U skladu sa postavljenim ciljevima, definisani su i zadaci:  
♦ Hemijska analiza ispitivanih biljnih ekstrakata: 
• Kvantitativno određivanje i identifikacija fenolnih komponenata biljaka u etanolnim 
ekstraktima  primenom spektrofotometrijskih i metoda tečne hromatografije (HPLC). 
♦ Ispitivanje antioksidativne aktivnosti etanolnih ekstrakata bilja, na osnovu: 
• određivanja Fe (III)-Fe (II) redoks kapaciteta (FRAP), 
• određivanja Fe (II) helatacione sposobnosti, 
• spektrofotometrijskog određivanja “skevindžer“ aktivnosti na DPPH˙radikale, 
• ESR "spin trap" spektroskopskog određivanja “skevindžer“ aktivnosti na ˙OH i O2˙ 
radikale, 
• antioksidantne aktivnosti u sistemu β-karoten-linolna kiselina. 
♦ Inhibicija oksidacije lipida u ispitivanom matriksu na osnovu: 
• rezultata hidroperoksidnog testa, 
• određivanja TBA reaktivnih supstanci, 
• određivanja “skevindžer“ aktivnosti na DPPH˙ radikale. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2 Opšti deo 
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2.1 BIOSINTEZA SEKUNDARNIH BIOMOLEKULA 
 
Istorija upotrebe biljaka u lečenju tesno je povezana sa istorijom i razvojem ljudskog 
društva. Najstariji pisani pomen o upotrebi lekovitog bilja za izradu lekova i za lečenje 
pronađen je na sumerskoj glinenoj pločici iz Nipura staroj skoro 5000 godina. Ona sadrži 12 
recepata za izradu lekova u kojima se pominje preko 250 različitih biljaka. Kineska knjiga o 
korenju i travama “Pen Tsao”, od Shen Nunga napisana oko 2900 god. p.n.e., koju neki 
farmakoistoričari smatraju najstarijom farmakopejom na svetu, daje opis 365 biljnih droga, od 
kojih se mnoge i danas upotrebljavaju. 
Prema podacima iz Biblije i svete jevrejske knjige Talmuda, prilikom različitih obreda 
koji su pratili lečenje, kao i za kađenje, korišćene su mirisne smole, najčešće mira (Myrrha) i 
tamjan (Olibanum). U indijskim svetim knjigama, Vedama, spominje se lečenje biljem, kojim 
je ova zemlja bogate i raskošne flore obilovala. Mnoge začinske biljke poreklom su iz Indije: 
morski oraščić, biber, karanfilić i druge.  Oslanjajući se na Homerove epove “Ilijadu” i 
“Odiseju”, nastale oko 800.god. p.n.e., saznajemo za 63 biljne vrste iz minojske, mikenske i 
egipatsko-asirske farmakoterapije. Neke od njih dobile su imena prema mitološkim likovima 
iz ovih epova, kao na primer oman (Inula helenium L., Asteraceae), nazvan u čast lepe Helene 
oko koje je vođen trojanski rat. Za biljke iz roda Artemisia, za koje se verovalo da vraćaju 
snagu i čuvaju zdravlje, naziv je izveden iz korena grčke reči artemis, što znači zdrav ili čio. 
One su nazvane po čuvenoj karijskoj carici Artemisi, koja je i sama mnogo istraživala i gajila 
lekovite biljke. 
Neke biljne vrste su zbog lekovitosti i široke upotrebe prerasle u svete biljke, kao što 
je to slučaj sa crnim i belim lukom, u koje su se zaklinjali egipatski lekaroapotekari, a 
lukovice ovih biljaka stavljali su kao darove u grobnice kraljeva. Zahvaljujući jakoj aromi, 
koristili su ih u magijskim obredima, za teranje zlih duhova, mada su u osnovi toga, i ne 
znajući, koristili dezinfekciona i antibiotska svojstva sumpornih jedinjenja (Parojčić i Stupar, 
2003). 
Zahvaljujući naučnim saznanjima, danas je poznato da je medicinski značaj lekovitog 
bilja u uskoj vezi sa sadržajem sekundarnih biomolekula, od kojih neki ispoljavaju izrazito 
snažne farmakološke efekte. Sekundarni biomolekuli biljaka, gledano sa ekološke strane, 
nastali su evolucijom kao komponente hemijske odbrane biljaka od drugih biljnih vrsta, 
insekata i životinja (Gurib-Fakim, 2006). 
Doktorska disertacija        Aleksandra Mišan 
 
8 
 
Iako je do danas izolovano više od 1500 sekundarnih biomolekula iz biljaka, smatra se 
da je to manje od 10% hemijskih supstanci biljnog sveta. Karakteristika metabolizma 
sekundarnih biomolekula je vrlo visoka složenost biosintetskih puteva, koji su višefazni i 
uključuju veći broj enzima, multienzimskih sistema, regulatora ovih enzima, i njihovu 
ćelijsku organizaciju. Najznačajniji biosintetski putevi sekundarnih biomolekula obuhvataju: 
 
• Put mevalonske kiseline, kojim nastaju izoprenoidi (steroidi i terpenoidi). 
• Metabolički put šikimske kiseline, kojim nastaju fenolna jedinjenja i aromatične 
aminokiseline. 
• Biosintezu iz acetata (acetogeninski put), kojim nastaju masne kiseline, voskovi, 
fosfolipidi, eikosanoidi, poliketidi (antrahinoni, aflatoksini, makrolidi), poliketidi 
mešovitog porekla (flavonoidi). 
• Divergentni putevi biosinteze azotnih jedinjenja (alkaloida ) iz aminokiselina.  
2.1.1 Put mevalonske kiseline  
Terpeni (terpenoidi, izopreni) predstavljaju najbrojniju grupu sekundarnih metabolita 
biljaka, čija je zajednička karakteristika da nastaju od aktivnih C5-jedinica, tj. "aktivnog 
izoprena": izopentenilpirofosfata (IPP) i njegovog izomera dimetilalilpirofosfata (DMAPP) 
(Zhang i Demain, 2005). 
Na slici 2.1. je prikazana  biosinteza dimetilalilpirofosfata (DMAPP) i 
izopentenilpirofosfata (IPP) iz acetil-CoA. Biosinteza osnovne C-5 jedinice terpena počinje 
Claisen-ovom kondenzacijom dva molekula acetil-CoA, iz kojih uz pomoć enzima acetil-CoA 
acetiltransferaze nastaje acetoacetil-CoA. Kondenzacijom acetoacetil-CoA s jednim 
molekulom acetil-CoA-β-hidroksi-β-metil-glutaril-CoA, pod dejstvom  hidroksimetilglutaril-
CoA sintaze nastaje hidroksimetilglutaril-CoA, iz koga potom, pod dejstvom HMG-CoA 
reduktaze, preko MVA-tiohemiacetala, nastaje mevalonska kiselina (MVA). Fosforilovanjem 
mevalonske kiseline, pod dejstvom mevalonat kinaze i fosfomevalonat kinaze nastaje 
mevalonat-3-fosfat-5-pirofosfat, čijom dekarboksilacijom, pod dejstvom mevalonat-5-
difosfatdekarboksilaze nastaje izopentenil-pirofosfat (IPP), iz koga pod dejstvom izomeraze 
nastaje dimetilalipirofosfat (DMAPP) (Okada i sar., 2008). 
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L. Ružička je 1925. godine sa Ingoldom utvrdio tzv. “izoprensko pravilo”,  po kom su 
izoprenske jedinice u terpenima vezane po principu glava-rep (Nobelova nagrada 1939. 
godine).  Drugim rečima, DMAPP predstavlja početnu jedinicu na koju se adira IPP (Rohdich 
i sar., 2000) (Slika 2.2). Ovakvim povezivanjem (glava-rep) nastaju fosforilovani (C5)n 
alkoholi i to:  
•  geranilpirofosfat (GPP) kao prekursor monoterpena sa C10, 
•  farnezilpirofosfat (FPP) kao prekursor seskviterpena sa C15,  
•  geranilgeranilpirofosfat (GGPP) kao prekursor diterpena sa C20, 
•  geranilfarnezilpirofosfat (GFPP) kao prekursor sesterpena sa C25. 
Naknadnim reakcijama ciklizacije, uvođenjem različitih funkcionalnih grupa i 
reorganizacijom molekula, dolazi do stvaranja ogromnog broja različitih jedinjenja u okviru 
svake klase terpenoida (Zhang i Demain, 2005).  
Na osnovu broja ugljenikovih atoma osnovnog skeleta prirodni terpeni su podeljeni na: 
• monoterpene:  
- regularne (isparljivi monoterpeni su sastojci etarskog ulja i oleorezina, a 
neisparljivi monoterpeni su iridoidi, aglikoni gorkih heterozida i 
valepotrijati), 
- iregularne (javljaju se u piretrinima),  
• seskviterpene (isparljivi seskviterpeni su sastojci etarskih ulja, a neisparljivi se 
najčešće javljaju u obliku seskviterpenskih laktona), 
• diterpene (sastojci su smola, a javljaju se i kao alkaloidi), 
• triterpene (sastojci su smola, a javljaju se i kao slobodni, kao sapogenini saponozida i 
aglikoni heterozida), 
• tetraterpene (karotenoidi),  
• politerpene (prave gume, kaučuk).  
Na slici 2.3. su prikazani primeri jedinjenja nastalih biosintetskim putem mevalonske 
kiseline,  kao predstavnici različitih klasa terpenoida. Inače, u biljkama, terpenoidi se javljaju 
kao slobodna jedinjenja, heterozidi, saponozidi, odnosno kao isparljivi sastojci biljaka. 
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Takođe, terpenski molekuli (sekologanin) su uključeni u sintezu i sastavni su deo molekula 
nekih alkaloida (emetin, rezerpin...). Mnoga jedinjenja terpenske prirode poseduju značajnu 
farmakološku aktivnost i nosioci su lekovitosti droga (Zhang i Demain,2005).  
 
 
 
Slika 2.1. Biosinteza dimetilalilpirofosfata (DMAPP) iz acetil-CoA. 
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Slika 2.2. Biosinteza geranil-pirofosfata (GPP) kuplovanjem izoprenskih jedinica po principu 
“glava-rep“. 
 
Slika 2.3.  Primeri jedinjenja nastalih biosintetskim putem mevalonske kiseline, kao 
predstavnici različitih klasa terpenoida. 
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2.1.2 Metabolički put šikimske kiseline 
Biljne fenole kao hemijska jedinjenja karakteriše najmanje jedan aromatični prsten 
(C6) za koji je vezana jedna ili više hidroksilnih grupa. U biljkama je do danas identifikovano 
više hiljada fenolnih jedinjenja.  
Metabolički put šikimske kiseline predstavlja glavni hemizam biosinteze fenolnih 
jedinjenja u biljkama, pri čemu pored nastajanja aromatičnih aminokiselina kao 
međuproizvoda nastaje galna, protokatehinska i cimetna kiselina (Slika 2.4.). Ciklus počinje 
reakcijom fosfoenolpiruvata (PEP) i D-eritroza-4-fosfata u kojoj nastaje 3-dezoksi-D-arabino-
7-fosfat-heptulosonska kiselina (DAHP). Nizom veoma složenih biohemijskih reakcija 
nastaje šikimska kiselina iz koje nastaje fenilalanin (Dewick, 2002). Fenilalanin, nastao 
tokom ciklusa šikimske kiseline, deaminacijom u prisustvu fenilalaninamoniumliaze daje 
cimetnu kiselinu, koja se dalje transformiše do ostalih C6–C3 fenilpropanoida, kumarinske, 
kafene, ferulne i sinapinske kiseline i njihovih derivata (Parr i Bolwell, 2000) (Slika 2.5.). 
Kumarini nastaju iz cimetne kiseline preko trans-2 kumarinske kiseline, ciklizacijom koja 
obuhvata neenzimsku transformaciju prirodnog trans-oblika u cis-izomer. Redukcijom ferulne 
kiseline nastaje koniferil alkohol, važan prekursor lignina. 
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Slika 2.4. Biosinteza fenolnih jedinjenja ciklusom šikimske kiseline. 
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Slika 2.5. Šematski prikaz porekla različitih fenolnih jedinjenja iz jednostavnih 
fenilpropanoida. 
2.1.3 Acetogeninski put biosinteze 
Osim metaboličkim putem šikimske kiseline, fenolna jedinjenja u biljkama mogu 
nastati i acetogeninskim putem. Na ovaj način nastaju hromoni, izokumarini, orcinoli, depsidi, 
depsidoni, ksantoni, hinoni. 
 Malonil-CoA nastaje karboksilovanjem acetil-CoA pod dejstvom acetil-CoA 
karboksilaze. Kondenzacijom jednog molekula acetil-CoA sa tri molekula malonil-CoA, 
nizom reakcija katalizovanih enzimima, nastaje poli-beta-ketoestar (Slika 2.6.)  
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atomu udaljenom za šest mesta u lancu, dajući tercijarni alkohol. Dehidratacijom nastaje 
alken, a dalja enolzacija je favorizovana zbog nastajanja aromatičnog prstena. Hidrolizom 
tioestarske grupe nastaje orselinska kiselina. 
Kod uvijanja tipa B, nastali poliketoestar dozvoljava Klajzenovu reakciju, koja 
završava odvajanjem tioestarske grupe. Enolizacijom cikloheksatriona nastaje floroacetofenon 
(Shen, 2003).  
 
Slika 2.6. Acetogeninski put: biosinteza orselinske kiseline i floroactofena. 
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Poli-beta-ketoestar, može se redukovati i do masnih kiselna (reakcioni put C). U tom 
slučaju kondenzacija sa molekulima acetil-CoA se može nastaviti do niza od 16 ili 18 C-
atoma (palmitinska ili stearinska kiselina).  
Korišćenjem acetata sa obeleženim 14C-atomom je dokazano da acetogeninskim putem 
nastaju i poliketidi (antrahinoni, aflatoksini, makrolidi) (Bick i Rhee, 1965). 
 Emodin je tipičan poliketidni antrahinon, koji je ujedno i široko rasprostranjen u 
gljivama i lišajevima, kao i u višim biljkama gde je do sada identifikovan u 17 familija 
(Rhamnaceae, Liliaceae, Vitaceae, Actinidiaceae…) (Izhaki, 2002). Sa stanovišta biosinteze, 
emodin je ključni intermedijer pri biosintezi velikog broja jedinjenja, kao što su monomerni i 
dimerni antrahinoni, ksantoni i benzofenoni (Chen i sar., 1992). Tokom biosinteze emodina, 
nastaje emodinantron kao C16 ciklizacioni proizvod oktaketometilenskog intermedijera, koji 
se oksidacijom konvertuje do emodina (Slika 2.7.) (Chen i sar., 1992). Osim na ovaj način, 
hinoni u biljkama mogu nastati i putem mevalonske i horizminske kiseline, kao i putem 4-
hidroksibenzoeve kiseline (Chen i sar., 1992). 
 
 
Slika 2.7. Biosinteza emodina poliketidnim putem. 
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2.1.4  Biosinteza flavonoida 
Flavonoidi su zbog mnogobrojnih funkcija u prirodi i široke rasprostranjenosti u 
biljnom svetu da sada najbolje proučeni sekundarni molekuli biljaka.  Od ukupnog ugljenika 
kojeg biljke iskoriste u fotosintezi, 2% ulazi u sastav flavonoida i njihovih derivate. Iako 40 
do 50% mahovina i lišajeva sintetizuje flavonoide, oni se uglavnom nalaze u biljkama mlađim 
od 460 miliona godina i što je evolutivni stadijum biljne vrste viši veća je i tendencija 
biosinteze flavonoida (Mimica-Dukić, 1992). 
Flavonoidi nastaju mešovitim biosintetskim putem. Prsten A i C nastaju 
acetogeninskim putem, a prsten B putem šikimske kiseline. Prvi prekursori tokom biosinteze 
flavonoida su nestabilni halkoni, koji izomerizacijom daju odgovarajuće flavanone (Slika 
2.8.). Daljim složenim biohemijskim reakcijama, u prisustvu tri različite oksigenaze, nastaju i 
ostale grupe flavonoida (Lea i Leegood, 1999). 
Strukturna raznolikost flavonoida rezultat je brojnih modifikacija osnovne skeletne 
strukture koje su uslovljene reakcijama hidrogenacije, hidroksilacije, O-metilacije 
hidroksilnih grupa, dimerizacije, vezivanja neorganskog sulfata i glikolizacijom hidroksilnih 
grupa (O-glikozidi) ili flavonoidnog jezgra (C-glikozidi) (Mimica-Dukić, 1992). 
Metabolički putevi sekundarnih biomolekula su izuzetno složeni. Najčešće 
objedinjuju više različitih mehanizama koji se međusobno prepliću. Enzimi uključeni u ove 
mehanizme uglavnom su pod uticajem spoljašnjih faktora, a putevi regulacije ovih enzima 
danas predstavljaju značajno područje naučnih istraživanja, budući da su mnogi produkti 
sekundarnog metabolizma biljaka od vrlo velike važnosti, posebno za farmaceutsku i 
prehrambenu industriju (Zhang i Demain, 2005). 
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Slika 2.8. Biosinteza flavonoida u biljkama. 
+
O-
O
O
CoAS
3x
malonil CoA
4-kumaroil CoA
OH
OH
OH O
HO
4,2', 4',6'-tetrahidrohalkon
1
4,6,4'-trihidrohalkon2
OH
O
OH O
HO
CoAS
O
izoflavoni (genistein)
  flavoni
(apigenin)
(2S)-flavanon
  (naringenin)
3
4
OH
OH
O
OH O
HO
     dihidroflavonoli
(2R,3R)-dihidrokamferol
5
6
7
OH
OH
O
OH O
HO
flavonoli
(kamferol)
           
OH
OH
O
OH
HO
OH
leukoantocijanidini
(leukopelargonidin)
OH
OH
O
OH
HO
flavan-3-ol
(afzelhin)
?
?
OH
OH
O
OH
HO
+
antocijanidin
(pelargonidin)
proantocijanidini
propelargonidin-B3 (dimer)
pelargonidin-3-glukozid
OH
Doktorska disertacija        Aleksandra Mišan 
 
19 
 
2.2 LEKOVITE BILJKE - HEMIJSKI SASTAV I 
BIOLOŠKA AKTIVNOST 
2.2.1 Rhamnus frangula L. (Rhamnaceae)- krušina 
Krušina, u narodu još poznata i 
kao trušljika, je listopadno drvo u obliku 
žbuna, visine 3-6 m, poreklom iz Evrope 
i zapadne Azije. Listovi su naizmenični, 
izduženo eliptični, dugački 12-13 cm, 
široki 7 cm. Liska je pri vrhu naglo 
sužena, zašiljena ili zaobljena, sa 
klinolikom ili zaobljenom osnovom, sa 
celim obodom, na naličju sa izraženom 
perastom nervaturom. Cvetovi su sitni, 
zvonasti, neugledni i belo zeleni. Cveta u 
maju i junu. Plodovi  su okrugli, oko 7 
mm u prečniku, najpre zeleni, potom 
crveni i najzad crni.  
Kora je glatka i sjajna, crna ili sivo mrka i karakteristično ukrašena mnogobrojnim 
vodoravnim, svetlim, beličastim lenticelama. Krušina se lako gaji, najbrže i najjednostavnije 
vegetativnim putem: mladicama, mladim grančicama, slično zovi, vrbi i jablanu. Kora 
(Frangulae cortex) se skida sa mladih stabala i debljih grana krajem zime i početkom proleća 
pre nego što krušina olista i odmah se suši. Iseku se u vrpce dugačke oko 30 cm i ljušte. 
Dozvoljeno je skinuti maksimalno 30% kore sa biljke. Do sledećeg sakupljanja treba da prođu 
najmanje tri godine. Pre upotrebe kora krušine treba da odstoji godinu dana. Čuva se u 
jutanim vrećama.   
Frangula se daje u obliku tečnog ili suvog ekstrakta ili dekokta (5 do 25 g na pola litra 
vode) kao pouzdan laksativ (Evans, 1996; Bruneton, 1999), naročito protiv hroničnog zatvora. 
Njen ukus je manje neperijatan od puršijane, zbog čega je bolesnici rađe uzimaju. Prave se 
čajevi za bol u predelu srca, nagomilavanje vazduha u želucu ili crevima, kolike u žučnoj 
kesi, izostale menstruacije i protiv hroničnog zatvora (Blumenthal i sar.,2000). 
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2.2.1.1  Hemijski sastav 
Krušina je klasifikovana kao antrahinonska biljka, čiji udeo varira od 3 do 7% (Van 
den Gorkom i sar., 1999; Thomson, 1997). Najznačajniji antrahinoni krušine su 
glukofrangulini A i B (bis-glikozidi) kao i monoglikozidi frangulin A (emodin-6-O-ramnozid) 
i frangulin B  (emodin-6-O-apiozid). Pored ovih zastupljeni su i emodin, rein, hrizofanol i 
aloe-emodin, kao i njihovi glikozidi (Gao i sar., 2009) (Slika 2.9.). Osim toga, kao sastavne 
komponente prisutni su i diantroni, flavonoidi i tanini, kao i male količine alkaloida 
(frangulanin i franganin).  
 
 
 
 
 
 
 
 
Slika 2.9. Antrahinonska jedinjenja krušine. 
U svežoj kori krušine antrahinonski glikozidi se nalaze u redukovanoj formi, u obliku 
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efekata. Kako bi se omogućila njihova oksidacija, neophodno je da kora krušine odstoji 
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glukoza O-apioza CH3 Glukofrangulin B 
O
O
OHOR1
R2 R3
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razgradnje glukofrangulina do frangulina ili emodin 8-O-glukozida, kao i do slobodnog 
aglikona emodina. 
2.2.1.2  Biološka i farmakološka aktivnost 
Antrahinonske biljne droge se od davnina koriste kao laksativi. Purgativni efekat 
antrahinona je uslovljen postojanjem hidroksilnih grupa u položaju 1 i 8  aromatičnog prstena 
(Paneitz i Westendorf, 1999). Antrahinon glikozidi se ne apsorbuju u crevima sisara, već se 
transportuju do debelog creva, gde se pod dejstvom bakterijskih β-glikozidaza vrši 
oslobađanje aglikona, kao i njihova redukcija do antrona i antranola, koji se delimično 
apsorbuju. Ne postoje precizni podaci o daljoj distribuciji antrahinon aglikona po organima, 
ali je dokazano da se njihova ekskrecija vrši putem urina u vidu glukuronida ili sulfata. 
Derivati 1,8-dihidroksi-antracena ispoljavaju najsnažniji laksativni efekat. Frangulae cortex 
spada u stimulativne laksative. Dokazano je da antrahinoni stimulišu pokretljivost creva, kao i 
da sprečavaju resorpciju vode i elektrolita (Na+, Cl-) u epitelne ćelije creva. Istovremeno 
dolazi i do sekrecije vode u lumenu creva zbog porasta permeabilnosti epitela debelog creva 
(Rauwald 1998; Mueller i sar., 1999; Van der Gorkom et al, 1999).   
Veliki broj podataka ukazuje na raznovrsnu biološku aktivnost emodina, koji utiče na 
imuni i vazomotorni sistem, na razne metaboličke procese kao i na interakcije između biljka i 
životinja (Trial i Dimond 1979; Wells i sar., 1975 ). Molekularni mehanizmi delovanja u 
većini slučajeva nisu poznati ili su podaci kontradiktorni (Izhaki, 2002).  
Tako, na primer, Huang i sar. (1992) ukazuju na imunosupresivnu, dok Boik (1995 ) 
ukazuje na imunostimulativnu aktivnost emodina. Goel i sar. (1991), Dwivedi i sar. (1988 ) i 
Chang i sar. (1996)  emodinu pripisuju antiinflamatornu i analgetičnu, dok Westendorf i sar. 
(1990), Mueller i Stopper (1999) i Van den Gorkom i sar. (1999) emodinu pripisuju mutagenu 
i genotoksičnu aktivnost. 
Chang i sar. (1999) su utvrdili da emodin može da vrši reparaciju štete na DNA 
uzrokovane UV-zračenjem. 
Takođe, postoje i relevantni naučni dokazi za postojanje laksativne (de Witte, 1993; 
Rauwald, 1998; Van den Gorkom i sar., 1999), diuretične (Zhou i Chen, 1988), 
vazorelaksativne (Huang i sar., 1991), kardiostimulativne (Dwivedi i sar., 1988 ), antitumor 
(Koyama i sar., 1988; Su i sar., 1995 ; Sun i sar., 2000) aktivnosti emodina. Osim toga 
pokazano je da emodin vrši indukciju kontrakcije mišića (Cheng i Kang, 1998 ), da je 
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inhibitor protein tirozin kinaze (Jayasuriya i sar., 1992), da je depresant centralnog nervnog 
sistema (Dwivedi i sar., 1988; Ram i sar., 1994), kao i da potpomaže oslobađanje kalcijuma u 
ćelije mozga (Lin i Jin, 1995). 
Pojedini naučni dokazi ukazuju da emodin smanjuje sadržaja lipida i poboljšava rad 
jetre (Boik 1995; Yutao i sar., 2000 ). Veliki broj radova svedoči i o antimikrobnoj aktivnosti 
emodina, koja uključuje antibakterijsku, antifungalnu, antiparazitsku i antiviralnu aktivnost 
(Anke i sar., 1980; Kawai i sar.,1984 ; Le Van, 1984; Barnard i sar., 1992; Singh i sar., 1992; 
Wang, 1993; Wang i Chung,1997). 
2.2.1.3  Antrahinoni kao antioksidanti i oksidanti 
Literaturni podaci vezani za antioksidantna svojstva antrahinona su takođe 
kontradiktorni. Poznato je da fotoekscitacijom antrahinoni prelaze u pobuđeno tripletno stanje 
(Levin i Kuzmin, 1987) koje može izazvati oksidacione promene na DNA i RNA (Armitage i 
sar., 1994). Pokazano je da transferom elektrona sa NADH mogu nastati antrahinon anjon 
radikali, koji mogu izazvati nastajanje superoksid anjon radikala i vodonik peroksida (Reszka 
i sar., 1988). Osim toga, prenosom energije iz tripletnog stanja, antrahinoni mogu izazvati i 
nastanak singlet kiseonika.  
Suprotno ovome, pokazano je da emodin poseduje sposobnost inhibicije stvaranja 
superoksid anjon radikala, koja je u rangu aktivnosti kvercetina (Ng i sar., 2003), kao i da 
antrahinoni inhibišu peroksidaciju linolne kiseline (Yen i sar., 2000).  U svojim naučnim 
radovima Yuan i Gao (1997) i Yen i sar. (2000 ) takođe ukazuju na antioksidantna svojstva 
antrahinona. 
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2.2.2  Mentha x piperita L. (Lamiaceae) – pitoma nana ili menta 
           Dobijena veštačkom selekcijom  (hibrid 
Mentha aquatica L. x Mentha spicata L.), 
pitoma nana je višegodišnja zeljasta biljka 
jakog i oštrog mirisa sa snažnim rizomima. 
Stabljike su uspravne, visoke 30-100 cm, 
razgranate i četvorouglaste, često crvenkaste. 
Agregati cvasti su isprekidani, klasoliki ili 
glavičasti. Cvetovi su ljubičasti, sterilni 
(obično su prašnici abortirali). Cveta od aprila 
do juna. Listovi su dugački 3-9 cm, jajasto-
kopljasti, tanki, sa gornje strane tamnozeleni, a 
sa donje bleđi, pri dnu se sužavaju u drške 
dugačke do 1 cm.  
Po obodu su nejednako zupčasti. Glavni nerv je vrlo istaknut. Nana je vrlo mirisna, 
osobito list, jer u njemu ima najviše etarskog ulja, od čega uglavnom i potiču lekovitost i 
prijatan miris ove biljke. Nana se gaji širom sveta (Scora i Chang, 1997), a kod nas, naročito u 
Banatu, Bačkoj i centralnoj Srbiji. Kao i ostali hibridi, i pitoma nana se ne razmnožava 
semenom, nego samo vegetativnim putem: stalonima. Kad se jednom primi, nana se, slično 
jagodi, brzo širi i pokrije zemlju mnogobrojnim izdancima izraslim iz razgranatih podzemnih 
stabala, rizoma. Suviše mlada nana daje ulje slabog kvaliteta s malo mentola, a mnogo 
mentona. Precvetala biljka daje manje ulja i lošijeg kvaliteta (Jančić i sar., 1995). Menta se 
gaji uglavnom radi lista (Menthae piperitae folium) i stabljike s listovima (Menthae piperitae 
herba), odnosno etarskog ulja (Menthae piperitae aetheroleum). Etarsko ulje se dobija 
destilacijom sveže herbe nane. 
Tradicionalno, pitoma nana se upotrebljava kao prijatan, blag i neškodljiv lek za 
umirivanje, protiv gasova, nadimanja i grčeva, protiv teškog varenja. Kao stomahik, nana 
ulazi u sastav čajeva za lečenje žuči. Nanino ulje ima slaba anestetička svojstva i prijatan 
miris koji osvežava, zbog čega se upotrebljava i protiv gađenja i povraćanja. Rastvor ulja u 
alkoholu koristi se protiv bolova od neuralgije, reumatizma i nazeba. Mentol draži nerve u 
koži, lako isparava i zbog toga hladi. Pitoma nana je potpuno neškodljiva, korisna je protiv 
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mučnine tokom putovanja, što je od posebnog značaja za osobe s poremećenim varenjem, 
grčevima, neprijatnim zadahom iz usta (Bisset i Wichtl, 2001).  
2.2.2.1  Hemijski sastav  
Biljka sadrži oko 1,25 % etarskog ulja, a od toga 50 do 90 % je mentol i 5 do 20 % 
menton. Rohloff  (1999) je došao do zaključka da se sadržaj mentola, mentil acetata i 
neomentola povećava kod starijih, dok je sadržaj mentona i izomentona veći kod mlađih 
biljaka. Tokom biosinteze komponenata etarskog ulja pitome nane (Slika 2.10.) 
geranilpirofosfat se transformiše u (-)-limonen, iz koga preko (-)-izopiperitenona nastaje 
pulegon, iz koga može nastati menton i/ili mentofuran (Dey and Harbone, 1997; Croteau i 
sar., 2000; Davis i sar., 2005). Iz mentona nastaje neomentol i mentol, koji se esterifikacijom 
transformiše u mentil acetat (Murray, 1972).  
Sastav etarskog ulja u velikoj meri zavisi od geografskih i klimatskih uslova sredine, 
faze prikupljanja biljnog materijala, kao i od načina sušenja i destilacije (Marotti i sar., 1993; 
Mimica-Dukić i sar., 2003; Scavroni i sar., 2005). 
Poznato je da vrste roda Metha sadrže veliki broj  jedinjenja uključujući fenil 
propanoide (Triantaphyllou i sar., 2001; Areias i sar., 2001; Guédon i Pasquier, 1994), 
aglikone u formi glikozida ili acilovane flavonoide (Areias i sar., 2001; Guédon i Pasquier, 
1994; Voirin i Bayet, 1992; Voirin i sar., 1994), kao i steroidne glikozide (Ali i sar., 2002). 
Fecka i Turek (2007) su analizom fenolnih jedinjenja lista pitome nane ustanovili veliki 
sadržaj kafene kiseline i njenih derivata, kao što su litospermična, ruzmarinska i hlorogenska 
kiselina i metil rozmarinat, čiji sadržaj dostiže vrednost i do 7%. Flavonoidi pitome nane su 
zastupljeni u obliku lipofilnih polisupstituisanih flavon glikozida (O-metilovani apigenin i 
luteolin) i kao flavon i flavanon glikozida, čiji sadržaj ponekad doseže i do 17% (Mimica-
Dukić i Božin, 2008). Dorman i sar. (2003) su ustanovili da su najzastupljenija fenolna 
jedinjenja pitome nane eriocitrin (eriodiktol-7-O-rutinozid), luteolin-7-O-glikozid i 
ruzmarinska kiselina (Slika 2.11.). Osim toga utvrdili su i prisustvo kafene kiseline i 
naringenin-7-O-glikozida, dok su slobodne aglikone apigenin, luteolin i eriodiktol pronašli tek 
u tragu.  
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Jedinjenje Aglikon R1 R2 R3 
eriocitrin I O-rutinoza OH OH 
eriodiktol 7-O-glukozid I O-glukoza OH OH 
luteolin 7-O-rutinozid II O-rutinoza OH OH 
narirutin I O-rutinoza H OH 
hesperidin I O-rutinoza OH OCH3 
izoroifolin II O-rutinoza H OH 
diozmin II O-rutinoza OH OCH3 
ruzmarinska kiselina III    
Slika 2.11. Fenolna jedinjenja pitome nane (Guédon i Pasquier, 1994). 
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Slika 2.10. Biosintetski put komponenata etarskog ulja pitome nane. 
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O
Doktorska disertacija        Aleksandra Mišan 
 
27 
 
2.2.2.2  Biološka i farmakološka aktivnost 
Etarsko ulje nane pokazuje snažnu antimikrobnu aktivnost prema velikom broju 
patogenih Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija, kao i prema različitim sojevima 
plesni (Mimica-Dukić i sar., 2003; Mimica-Dukić i Božin, 2008). Antimikrobna aktivnost 
uključuje i snažno delovanje protiv vrlo rezistentnih bakterija, Escherichia coli, Streptococcus 
pneumoniae, Salmonella enteritidis and Salmonella typhi za koje je poznato da su vrlo 
otporne čak i na delovanje sintetskih preparata. Osim toga etarsko ulje nane pokazuje i 
fungicidno i fungiostatsko delovanje naročito prema vrsti Candida albicans (Gulluce i sar., 
2007). Postoje naučni dokazi da mentol može pružiti zaštitu i od Herpes simplex virusa 
(Schuhmacher i sar., 2003). 
Osim antimikrobne aktivnosti etarsko ulje nane, mentol i njegovi derivati pokazuju i 
značajnu insekticidnu aktivnost, naročito protiv komaraca (Samarasekera i sar., 2008). 
Etarsko ulje pitome nane utiče na fiziologiju gastrointestinalnog trakta, pa se shodno 
tome može uspešno primenjivati kao antispazmolitik prilikom tretiranja pacijenata 
barijumovom kašom u dijagnostičke svrhe, kao i kod pacijenata sa dispepsijom (Melzer i sar., 
2004; Mizuno i sar., 2006). 
Tradicionalna upotreba pitome nane, kao i upotreba u zvaničnoj medicini je u uskoj 
vezi i sa velikim sadržajem fenolnih jedinjenja. Dokazano je da fenolna jedinjenja nane, 
prisutna u ekstraktima i čajevima, takođe ispoljavaju antimikrobnu aktivnost (Fuchs i sar., 
1999). 
Ispitivanja su pokazala da ruzmarinska kiselina ispoljava antioksidantnu, 
antiinflamatornu, antimutagenu, antibakterijsku, i antiviralnu aktivnost (Parnham i Kesselring, 
1985). Antiinflamatorna svojstva se pripisuju inhibiciji lipoksigenaza i ciklooksigenaza, kao i 
inhibiciji čitave kaskade reakcija (Parnham i Kesselring, 1985). Takođe, pretpostavlja se da 
ruzmarinska kiselina igra vrlo važnu ulogu u biljkama prilikom njihove odbrane od virusnih i 
bakterijskih infekcija, kao i od predatora. Pretpostavlja se da ruzmarinska kiselina poseduje i 
antikancerogenu funkciju, kao i mnoga druga jedinjenja iz klase fenola. Antioksidantna 
svojstva i vrlo niska  toksičnost ovog biomolekula ga čine izuzetno atraktivnim za 
prehrambenu industriju (Petersen i Simmonds, 2003).  
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2.2.2.3  Antioksidantna aktivnost 
Etarsko ulje ne samo pitome nane, već i ostalih vrsta roda Mentha pokazuje značajnu 
antioksidantnu aktivnost. Iako mehanizam delovanja do sada još nije utvrđen, smatra se da 
antioksidantna aktivnost potiče od prisustva monoterpenskih ketona i aldehida ili fenolnih 
supstanci (Mimica-Dukić i sar., 2003; Bozin i sar., 2006; Bozin i sar., 2006; Mimica-Dukić i 
sar., 2004; Mimica-Dukić i Božin, 2007; Mimica-Dukić i Božin, 2008).  
Antioksidantna svojstva fenolnih jedinjenja pitome nane su potkrepljena velikim 
brojem naučnih dokaza (Mimica-Dukic еt al., 1994; Fuchs i sar., 1999; Kanatt еt al., 2007). 
Fenolna jedinjenja mente deluju kao “skevindžeri“ slobodnih radikala, helatori jona metala i 
vrše inhibiciju lipidne peroksidacije. Osim toga dokazano je da ova jedinjenja podižu i 
intracelularni antioksidantni status, povećavajući koncentraciju redukovanog glutationa i 
aktivnost superoksid dizmutaze (Berdowska i sar., 2007). Rezultati in vitro i in vivo studija 
ukazuju na veliki nivo zaštite ekstrakata nane protiv štete izazvane radioaktivnim zračenjem, 
lipidne peroksidacije, kao i oštećenja na DNA (Jagetia, 2007). 
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2.2.3 Betula pendula Roth. (Betulaceae) – breza 
           Breza je listopadno drvo, visoko do 30 m, 
sa vitkim stablom koje se pruža gotovo do vrha 
krošnje i tankim visećim grančicama. Prečnik 
stabla u donjem delu može biti do 60 cm. Kod    
mladih izdanaka kora je crvenkasto smeđa. Kora 
stabla i grana, dok su mlađe, je bela i ljušti se u 
horizontalnim trakama, kasnije u donjem delu je 
crna i duboko vertikalno ispucala. Listovi su goli 
na dugim peteljkama. U početku su malo lepljivi, 
trouglasto jajasti ili trouglasto romboidni, pri 
osnovi široko klinasti, na vrhu zašiljeni, po obodu 
dvostruko testerasti. Cveta od aprila do maja, 
paralelno sa listanjem.  
Breza je široko rasprostranjena na području Evrope, kao i na području jugozapadne 
Azije, na planinama severne Turske i Kavkaza, gde često obrazuje čiste brezove šumice. 
Takođe, rasprostranjena je i na području Kanade. Za uspešno uzgajanje breze potrebna je 
hladnija klima, sa povremenim snežnim padavinama. Obzirom da je koren breze relativno 
plitak, breza zahteva navodnjavanje prilikom sušnog perioda i najbolje uspeva na direktnom 
suncu ili prošaranoj hladovini (Madaus, 1988; Brendler i sar., 2003). 
Kao lekoviti delovi biljke, koriste se sok, rese, listovi i kora. Sok se vadi krajem 
februara i marta, a lišće (Betulae folium) se bere za vreme cele vegetacije. Droga je 
svojstvenog mirisa, gorkog i oporog ukusa. Kora (Betulae cortex) se prikuplja u proleće i 
jesen. Lisni pupoljci (Betulae gemmae) sadrže mnogo eteričnog ulja (oko 4%), ali ne i 
vitamina C, koga ima u listovima. Etarsko ulje pupoljaka povoljno deluje na disajne puteve. 
Takođe se koristi i ulje dobijeno iz smole sa kore (Betulae pix). 
List i pupoljci upotrebljavaju se kao diuretici i antiseptici urogenitalnih puteva, 
najčešće u obliku infuza. List breze je jedan od najboljih biljnih lekova za lečenje mokraćnih 
puteva, jer ima antibakterijsku moć. Spremaju se čajevi za lečenje zapaljenja mokraćnih 
kanala, reumatizma, i zapaljenja bubrega sa povišenim pritiskom. Zahvaljujući 
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karakterističnom prijatnom mirisu, proizvodi od breze, kao što je etarsko ulje, nalaze veliku 
primenu u prehrambenoj i kozmetičkoj industriji (Lawless, 1992; Arctander, 1960). 
2.2.3.1  Hemijski sastav 
Različitim fitohemijskim istraživanjima breze potvrđeno je da ona sadrži raznovrsne 
biomolekule, uglavnom iz klase biljnih fenola. Breza je klasifikovana kao flavonoidna biljka, 
jer njihov sadržaj doseže i do 3%. Dominantni flavonoid breze je hiperozid, a osim njega u 
brezi su zastupljeni i kvercitrin, miricetin digalaktozid i drugi glikozidi, kao i lipofilni 
flavonski metilestri. Takođe, poznato je da breza sadrži i značajnu količinu hlorogenske 
kiseline, fenolkarbonskih kiselina i tanina (Hegnauer,1964; Pokhilo i Uvarova, 1988; 
Guenther, 1975; Demirci i sar., 2000a,b, Demirci i Basser, 2003). 
OH
OH
HO
HO
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kvercetin R1 = H R2 = H 
hiperozid R1 = H R2 = galaktozil 
kvercitrin R1 = H R2 = ramnozil 
miricetin-digalaktozid R1 = OH R2 = digalaktozil 
 
hlorogenska kiselina
OHHO
O
O
COOH
OHHO
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Slika 2.12. Najznačajnija fenolna jedinjenja breze. 
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Na slici 2.12. su prikazana najznačajnija fenolna jedinjenja breze. Ossipov i sar. 
(1996) su osim hlorogenske, neo hlorogenske, galne kiseline, (+) katehina, glikozida 
kvercetina i miricetina u ekstraktima breze utvrdili i prisustvo niza drugih niskomolekularnih 
fenolnih jedinjenja.  
Demirci i sar. (2004) su analizom etarskog ulja breze utvrdili prisustvo 53 
komponente, od čega su najzastupljenije komponente bili seskviterpenski ugljovodonici: α-
kopaen, germakren D i δ-kadinen (Slika 2.13.). 
 
        
H
H
H
                  
H
  
 
          α-kopaen   germakren D                                   δ-kadinen   
Slika 2.13. Najzastupljeniji seskviterpeni etarskog ulja breze dobijenog hidrodestilacijom iz 
lisnih pupoljaka breze. 
Osim seskviterpenskih ugljovodonika, u listovima breze su zastupljeni i triterpeni 
lupanskog i domaranskog tipa (Rickling i Glombitza, 1993). Pojedinim istraživanjima je 
utvrđeno da su najzastupljenije komponente etarskog ulja breze lupanski triterpeni, betulenoli 
(Vershnyak i Stepen 1992; Demirci i sar., 2000b; Demirci i Baser, 2003). 
Najzastupljenija komponenta ekstrakta kore breze je triterpen betulin, sa udelom od 
30% u suvom ekstraktu (Slika 2.5.) (Green i sar., 2007). Uloga ovog biomolekula u biljci nije 
poznata, ali je poznato da se on može konvertovati u betulinsku kiselinu, jedinjenje sa 
velikom biološkom aktivnošću (Slika 2.14.). 
2.2.3.2  Biološka i farmakološka funkcija 
Istraživanja ukazuju na postojanje antivirusne, antimalarične, antiinflamatorne kao i 
antikancer aktivnosti betulinske kiseline (Chowdhury i sar., 2002). 
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Pokazano je da je betulinska kiselina selektivni inhibitor humanog melanoma, 
korišćenjem in vitro i in vivo testova (Ji i sar., 2002), kao i da indukuje apoptozu kod nastanka 
ove bolesti (Schmidt i sar., 1997). Takođe, utvrđeno je da je betulinska kiselina aktivna protiv 
neuroektodermalnog i malignog tumora mozga, karcinoma jajnika, ćelija leukemije HL-60 
(Wick i sar., 1999; Ji i sar., 2002; Zuco i sar., 2002).  
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                    betulin              betulinska kiselina 
Slika 2.14. Najzastupljenija triterpenska jedinjenja kore breze, betulin i betulinska kiselina. 
Damaranski triterpeneni izolovani iz listova breze: damar-24-ene-3α,12β,20(S)-triol, 
damar-24-ene-α,17α,20(S)-triol, damar-23-ene-12β,20(S),25-triol-3-on, damar-24-ene-
3α,12β,17α,20(S)-tetraol i damar-25-ene-3α,12β,17a,20(S),24ξ-pentaol pokazuju snažno 
citotoksično delovanje, koje se dovodi u vezu sa njihovom sposobnošću da menjaju strukturu 
ćelijske membrane (Prokof’eva i sar., 2002). 
Imunoterapija polenom breze se potencijalno može koristiti za ublažavanje alergijskih 
tegoba kod pacijenata alergičnih na polen trave (Cirla i sar., 2003). 
2.2.3.3  Antioksidantna aktivnost 
Osim navedenog, dokazana je i velika antioksidantna aktivnost vodenih ekstrakata 
breze, koja se dovodi u vezu sa visokim sadržajem jedinjenja iz klase fenola: kvercetin 3-
rutinozida (rutina), kvercetin 3-galaktozida (hiperina), kvercetin 3-glukuronida, kvercetin 3-
arabinopiranozida, kvercetin 3-arabinofuranozida,  kvercetin 3-ramnozida i miricetin 3-
galaktozida (Trouillas i sar., 2003).  
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2.2.4 Carum Carvi L. (Apiaceae) - kim 
Kim je dvogodišnja biljka sa uglastom i 
razgranatom stabljikom. Listovi su dvostruko 
perasti, a mnogi sitni listići su pršljenastog oblika. 
Koren kima je beo oblika šargarepe. Cvetovi su 
bele boje, skupljeni u štitac. Plod je duguljast i 
rebrast. Ima pet uzdužnih rebara u čijim 
udubljenjima su smešteni uljni kanali. Miris ploda 
jako je aromatičan. Ukus je aromatičan, prijatan i 
greje. Koren ima ista, ali nešto blaže izražena 
svojstva mirisa i ukusa. Raste kao samonikla biljka 
na livadama. S obzirom na veliku potražnju uzgaja 
se u vrtovima i na oranicama.  
Biljka vodi poreklo iz centralne Evrope ili Azije. Danas se najviše uzgaja u Finskoj, 
Holandiji, istočnoj Evropi i Nemačkoj, kao i u severnoj Africi, najviše u Egiptu. U jesen, u 
vreme sazrevanja, bere se plod, a u proleće i koren. 
Kim ima lagano podražajna svojstva, greje, jača želudac, pospešuje probavu i 
izlučivanje mokraće. Kim se posebno preporučuje ženama, jer pospešuje menstruaciju i 
smiruje grčeve materice, olakšava porođajne bolove i sam porođaj, pospešuje izlučivanje za 
vreme dojenja (Holtmann i sar., 2003;. Madisch i sar., 2004; Thompson Coon i Ernst 2002). 
Vodeni ekstrakt kima se koristi kao aperitiv, umirujuće sredstvo, karminativ, diuretik, 
spasmolitik i afrodizijak (Bellakhdar, 1997), dok se biljni ekstrakti i etarsko ulje  koriste i kao 
antiulcerogeni agensi (Khayyal i sar., 2001). 
2.2.4.1  Hemijski sastav  
Plod kima sadrži od 25 do 35% azotnih jedinjenja, od 13 do 21% lipida sa 
masnokiselinskim sastavom: palmitinska 3,6%; oleinska 60,7%; linolna 19,6% i petroselinska 
17,0%, od 13 do 19% vlakana i vlage od 9-13% (Sedlakova i sar., 2001). Osim toga, u plodu 
kima je prisutno od 3% do 7% etarskog ulja. Glavni sastojci ulja su karvon (50 do 85%) i 
limonen (20 do 30%). Ostale komponente: karveol, dihidrokarveol, α- i β-pinen, sabinen i 
perilil alkohol su od manjeg značaja (Slika 2.15.). 
Doktorska disertacija        Aleksandra Mišan 
 
34 
 
Najzastupljenije fenolne komponente kima su glikozidi kemferola i kvercetina (Suhaj i 
sar., 2006), od kojih je izokvercitrin, sa sadržajem od oko 80 mg/kg suve materije, 
dominantno jedinjenje (Slika 2.16.). Wojdyło i sar. (2007) su kvantitativnom analizom kima, 
nakon enzimske hidrolize,  identifikovali kafenu kiselinu, neohlorogensku kiselinu,  ferulnu 
kiselinu i izoramnetin kao glavne fenolne komponente. Osim navedenih jedinjenja u kimu su 
zastupljeni i kumarini, kao što su 5- i 8-psoraleni, umbeliferon, herniarin i skopoletin (Daniel, 
2006). 
 
O
H
OH OH
     S-(+)-karvon                    limonen                        karveol                  dihidrokarveol 
 
CH2OH
 
           α-pinen                      β-pinen                         sabinen                      perilil alkohol  
Slika 2.15. Najzastupljenija jedinjenja etarskog ulja kima. 
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Slika 2.16. Primeri flavonoida zastupljenih u plodu kima. 
2.2.4.2  Biološka i farmakološka funkcija 
Eksperimentalni podaci ukazuju na to da kim poseduje antitumorsku (Zheng i sar., 
1992), antiproliferativnu (Nakano i sar., 1998), antihiperglikemičnu (Eddouks i sar., 2004) i 
antimikrobnu aktivnosti (Iacobellis i sar., 2005). Razzaghi-Abyaneh i sar. (2006) su ustanovili 
i inhibitornu aktivnost etarskog ulja kima za produkciju aflatoksina od strane Aspergillus 
parasiticus. Lahlou i sar. (2007) su naučno potvdili činjenicu, odavno poznatu u 
tradicionalnoj medicini, da vodeni ekstrakt kima poseduje diuretičnu aktivnost. 
Osim toga, ispitivanjem pojedinačnih komponenti etarskog ulja, postoje dokazi 
predkliničkih ispitivanja da limonen inhibira stvaranje kancera mlečnih žlezda (Homburger i 
sar., 1971; Elegbede i sar.,1986; Haag i sar., 1992). Mehanizam delovanja limonena i ostalih 
terpenoida nije poznat, ali postoje dokazi da limonen izaziva programiranu smrt ćelije (Shi i 
Gould, 1997).  
Kim ima široku primenu u farmaceutskoj i prehrambenoj industriji. Veliki broj radova 
se bavi ispitivanjem metabolizma monoterpena kima. Na osnovu rezultata in vivo 
eksperimenata se pretpostavlja da se oba enantiomera karvona u organizmu metabolišu u 
dihidrokarvonsku kiselinu, karvonsku kiselinu i uroterpenolon (Engel, 2001). Pokazano je da i 
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(4R,6S)-(–)-karveol takođe nastaje kao metabolit, ali u značajno manjoj količini, redukcijom 
karvona sa NADPH. Istim mehanizmom se i (4S)-(+)-karvon redukuje do (4S,6S)-(+)-
karveola (Jager i sar., 2000). Smatra se da se ove reakcije u najvećem delom odvijaju u jetri, 
uz učešće Cyt P450 oksidaze i (+)-trans-karveol dehidrogenaze. 
Kim je svoju primenu našao i u poljoprivredi. Wawrzyniak i Lamparski (2006) su 
utvdili da se vodeni ekstrakt kima može koristiti za tretiranje krompira, kao “repelent“ protiv 
krompirove zlatice. Osim toga, S-(+)-karvon se već intenzivno koristi za sprečavanje 
prevremenog klijanja krompira (De Carvalho i Da Fonseca, 2006), dok je za R-(–)-karvon 
pokazano da deluje kao “repelent“ za komarce. Trenutno je u postupku ispitivanje zahteva da 
se  R-(–)-karvon registruje kao pesticid. Ispitivanje vrši EPA (US Environmental Protection 
Agency, EPA, 2009).  
2.2.4.3  Antioksidantna aktivnost 
Zheng i Wang (2001) su u svojoj studiji, koja je obuhvatala 39 lekovitih i začinskih 
biljaka, utvdili da vodeni ekstrakt kima poseduje značajnu antioksidantnu aktivnost na osnovu 
ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity Assay) testa. Wojdyło i sar. (2007) su 
antioksidantnu aktivnost kima dokazali na onovu njegove sposobnosti da uklanja ABTS˙ 
(2,2′azinobis-(3-etilbenztiazolin-6-sulfonska kiselina) i DPPH˙ (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) 
radikale, kao i na osnovu njegovog  Fe3+/ Fe2+ redoks kapaciteta. Hinneburg i sar. (2006) su 
takođe utvdili antioksidantnu aktivnost ekstrakta kima dobijenog hidrodestilacijom, koju 
povezuju sa sadržajem kvercetin i kemferol glikozida prisutnim u ekstraktu. 
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2.2.5  Petroselinum crispum (Mill.) A.W. Nym. ex Hill (Apiaceae) - 
peršun 
     Peršun  je dvogodišnja biljka prijatnog 
mirisa iz familije štitonoša (Apiaceae), koja može 
da naraste u visinu od 30 cm do 70 cm. Ima 
karakterističan beli, tanak i repast koren. Listovi 
mu izbijaju iz niske stabljike i različitog su oblika. 
Cvetni venčić je žuto zelene boje. Postoji više 
sorti peršuna, ali bi se podela mogla odrediti na 
osnovu toga da li se uzgajaju za dobijanje korena 
ili listova. Precizno vođenom naučnom selekcijom 
se kod pojedinih sorti povećavala bujnost listova   
ili se povećavala zapremina korena, već prema tome šta je bio cilj. Upotreba peršuna seže 
daleko u prošlost. Tako je poznato da se koristio u staroj Grčkoj i u doba Rimskoga carstva. 
Zabeleženo je takođe da je u Britaniju stigao tek u 16 veku. Prilikom prvih klasifikacija od 
strane botaničara je bilo zabeleženo nekoliko vrsta peršuna, međutim u novije doba se 
dokazalo da su to samo varijeteti jedne osnovne sorte. Peršun je biljka koja je poreklom sa 
bliskog istoka da bi se raširila po celoj Evropi, a prvi kolonisti su je odneli i u Ameriku gde je 
takođe dobro prihvaćena i gde je veoma popularna. Uglavnom gde god ima peršuna, veoma je 
popularan i ljudi ga rado koriste (Simon i Quinin, 1988). U proleće i jesen se kopa koren. 
Seme se sakuplja neposredno pre sazrevanja, a cela biljka kad je u cvatu. 
Koristi se za poboljšanje cirkulacije, za probleme mokraćnih kanala (čaj), za umirenje 
nerava, za otklanjanje naduvenosti, za ublažavanje bolova, za pročišćavanje krvi, a pomaže 
stvaranje crvenih krvnih zrnaca. Blagotvoran je za otklanjanje groznice, upala očiju, bolesti 
bubrega, sunčane mrlje i jetrene mrlje na koži, za ubode i ujede insekata i srčane tegobe. 
Seme takođe ima lekovita svojstva, jer sadrži eterična ulja od kojih lekovito dejstvo ima apiol, 
miristicin i terpeni. Esencijalna ulja peršuna stimulišu uterus, povećavaju količinu mokraće, 
smanjuju infekciju urinarnog trakta i uništavaju bakterije. Upotrebljava se kao karminativ, 
diuretik, hipertenziv, hipotenziv, stomahik, abortificijent i nutritivno sredstvo (Robbers i 
Tyler, 1999; Kreydiyyeh i Usta, 2002). 
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2.2.5.1  Hemijski sastav 
Peršun je izuzetno bogat mineralima i vitaminima. Po sadržaju vitamina C daleko 
premašuje limun i pomorandžu - u 100 g peršunovog lista ima 166 mg vitamina C. Sadrži 
puno i provitamina A i grupu B vitamina, čak i B12 vitamina. Od minerala, kojih u 100 g lista 
ima 1630 mg, najviše sadrži kalijum (1000 mg), gvožđe (8 mg), kalcijum (245 mg), fosfor 
(128 mg), magnezijum, mangan i bakar. Kao i drugo zeleno povrće, nadzemni deo biljke je 
bogat hlorofilom, flavonoidima i vitaminima, a naročito obiluje vitaminom C. Koren sadrži 
proteine, vitamine, minerale, flavonoide i druge korisne sastojke (Peter, 2009).  
U zavisnosti od porekla i varijeteta, plod peršuna sadrži od 2-6%, dok koren sadrži oko 
0,5% etarskog ulja (Wichtl, 1994). Simon i sar., (1984) su ispitivanjem etarskog ulja peršuna 
utvrdili da su glavne komponente 1,3,8-p-mentatrien, miristicin, β-felandren i mircen, dok su 
Zhang i sar. (2006) pronašli da su miristicin, apiol, α-pinen i β-pinen i aliltetrametoksibenzen 
najzastupljenije komponente (Slika 2.17.).              
O
O
O
CH3
           
O
O
OCH3
OCH3
                
              miristicin                                        apiol                                1,3,8-p-mentatrien 
 
H3CO
OCH3
OCH3
OCH3
 
aliltetrametoksibenzen 
Slika 2.17. Najzastupljenija jedinjenja etarskog ulja peršuna. 
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Slika 2.18. Jedinjenja zastupljena u peršunu. 
Peršun sadrži velike količine flavona apigenina, koji je prvenstveno prisutan u formi 
apiina (7-O-apiosida) (Slika 2.18.) (Justesen i sar., 1998). Osim toga, naročito u korenu 
peršuna su zastupljeni furanokumarini, od kojih dominira bergapten, izoimperatorin i 
oksipeucedanin (Wichtl, 1994) (Slika 2.18.). Manderfeld i sar. (1997) su ispitivanjem 
kumarina u peršunu utvrdili da se svojim sadržajem ističu psoralen i 8-metoksipsoralen, dok 
su 5-metoksipsoralen i izopimpinelin prisutni u manjoj količini. U korenu peršuna zastupljen 
je i polinezasićeni alkohol falkarinol (Wichtl, 1994) (Slika 2.18.).  
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2.2.5.2  Biološka i farmakološka aktivnost 
Postoje dokazi da apigenin ima antikancerogena (Wei i sar., 1989; Birt i sar., 1997), 
antiinflamatorna (Lee i sar. 1993) i antimutagena (Kuo i sar. 1992) svojstva.  Zheng i sar. 
(1998) su ukazali na kancer hemoprotektivnu ulogu miristicina, izolovanog iz etarskog ulja 
peršuna. 
Pokazano je da furanokumarini peršuna poseduju antimikrobna svojstva, odnosno da 
inhibiraju rast Listeria monocytogenes, L. innocua, Escherichia coli O157:H7, E. coli Bs-1 i 
E. Carotovora (Manderfeld i sar., 1997). 
Peršun se tradicionalno upotrebljava kao pomoćno lekovito sredstvo prilikom 
tretiranja dijabetesa. Özçelik i sar. (2001) su ispitivali hipoglikemijsku aktivnost peršuna i 
ustanovili da on sprečava porast koncentracije šećera u krvi.  
2.2.5.3  Antioksidantna aktivnost 
Nielsen i sar. (1999) su ukazali na pozitivne efekte konzumiranja peršuna, odnosno na  
pozitivnu korelacija između unosa peršuna i porasta aktivnosti superoksid dizmutaze i 
katalaze, kao i na smanjenje oksidacije proteina kod ispitivanih volontera u biološkom testu. 
Gazzani (1994) je utvrdio antioksidantnu aktivnost peršuna u kikiriki ulju pod različitim 
termičkim tretmanima. Wong i Kits (2006) su ispitivanjema in vitro antioksidantne aktivnosti 
peršuna ustanovili antioksidantnu aktivnost metanolnih i vodenih ekstrakata, kao i značajnu 
"skevindžer" aktivnost etarskog ulja. Zhang i sar. (2006) su utvrdili antioksidantnu aktivnost 
etarskog ulja peršuna, koju dovode u vezu sa sadržajem apiola. 
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2.3 ANTIOKSIDANTI 
2.3.1  Slobodni radikali i oksidativni procesi 
Slobodni radikali su atomi, joni ili molekuli, koji imaju jedan ili više nesparenih 
elektrona u svojoj strukturi. Nespareni elektroni su uzrok njihove visoke i neselektivne 
reaktivnosti. Većina slobodnih radikala su kratkoživeći i veoma lako podležu 
monomolekularnim i bimolekularnim reakcijama razlaganja (Halliwell i Gutteridge, 1999). 
Slobodni radikali nastaju: termolizom, elektromagnetnom radijacijom, redoks reakcijama, 
enzimskim procesima i hemijskim procesima (Acworth, 2003). Među najreaktivnije hemijske 
vrste ubrajaju se slobodni radikali, ali i neradikalski oblici koji su takođe oksidacioni agensi i 
lako se konvertuju u radikale. Najvažnije reaktivne vrste kiseonika (reactive oxygen species – 
ROS) su prikazane u tabeli 2.1. 
 
Tabela 2.1. Najvažnije reaktivne slobodnoradikalske i neradikalske vrste kiseonika (Halliwell  
i Whiteman, 2004). 
 
SLOBODNI RADIKALI NERADIKALSKI OBLICI 
Reaktivne kiseonične vrste (ROS) 
Superoksid anjon radikal, O2˙ Vodonik peroksid, H2O2 
Hidroksil radikal, ˙OH Hipobromna kiselina, HOBr 
Hidroperoksil radikal, HO2˙ Hipohlorna kiselina, HOCl 
Peroksil radikal, RO2˙ Ozon, O3 
Singletni kiseonik, 1Σg+O2 Singletni kiseonik, 1∆g O2 
Alkoksil radikal, RO˙ Organski peroksidi, ROOH 
Ugljendioksidni radikal, CO2˙ Peroksinitrit, ONOO 
Ugljenmonoksidni radikal, CO˙ Peroksinitritna kiselina, ONOOH 
 
2.3.2 Lipidna peroksidacija 
Kiseonikovi slobodni radikali reaguju sa širokim spektrom biomolekula, izazivajući na 
njima promene, odnosno oštećenja. Reagujući sa lipidima, oni izazivaju oksidativnu 
destrukciju nezasićenih, odnosno polinezasićenih masnih kiselina, poznatu kao proces lipidne 
peroksidacije (Cheeseman, 1993). Ovom procesu podležu kako lipidi u biosistemima, tako i 
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lipidi u hrani. Osnovni supstrat za oksidativno oštećenje lipida predstavljaju polinezasićene 
masne kiseline u fosfolipidima i glikolipidima, kao i holesterol u biološkim membranama. 
Lipidna peroksidacija se u biološkim sistemima može odigravati enzimskim (pod dejstvom 
lipooksigenaza) i neenzimskim putem. Ukoliko se oksidacija odvija u prisustvu atmosferskog 
kiseonika naziva se autooksidacija. Mehanizam kompleksne lančane reakcije lipidne 
oksidacije odvija se u tri faze (Yanishlieva-Maslarova, 2001). 
 
I FAZA: Inicijacija  LH + R˙ → L˙ + RH˙ 
 
II Faza: Propagacija  L˙ + O2 ˙→ LOO˙ 
LOO˙ + LH → LOOH + L˙ 
III Faza: Terminacija 
LOO˙ + LOO˙ → LOOL + O2 
L˙ + LOO˙ → LOOL 
L˙ + L˙ → L-L 
Sekundarna inicijacija  LOOH → LO˙ + OH˙ 
2 LOOH → LOO˙ + LO˙ + H2O 
 
Katalitička inicijacija  LOOH + Mn+ → LO˙ + OH + M(n+1)+ 
LOOH + M(n+1)+ → LOO˙ + H+ + Mn+ 
 
Nastajanje malonildialdehida tokom oksidacije lipida predstavlja osnovu često 
primenjivanog TBA testa, kojim se određuje stepen oksidacije lipida u biološkim i prirodnim 
sistemima (Guillén-Sans i Guzmán-Chozas, 1998) (Slika 2.19.). 
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Slika 2.19.  Mehanizam nastajanja hidro-peroksida, cikličnih peroksida, kao i 
malonildialdehida tokom oksidacije arahidonske kiseline. 
Lančana reakcija autooksidacije se može zaustaviti antioksidantima (AH), koji 
uklanjaju slobodne radikale (LOO˙ , LO˙ i L˙) i time ometaju fazu propagacije. "Skevindžeri" 
radikala obično predaju jedan elektron nesparenom elektronu slobodnog radikala i redukuju 
ga. Fenolna jedinjenja su veoma aktivna u ovom pogledu. 
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REAKCIJE INHIBICIJE LIPIDNE OKSIDACIJE:   
 
LOO˙ + AH → LOOH + A˙ 
LO˙ + AH → LOH + A˙ 
L˙ + AH → LH + A˙ 
LOO˙ + A˙ → LOOA 
LO˙ + A˙ → LOA 
L˙ + A˙ → LA 
2.3.3 Antioksidanti 
 Antioksidanti su supstance koje, prisutne u malim količinama u odnosu na supstrat 
koji je podložan oksidaciji (lipidi, proteini, ugljeni hidrati, DNK), značajno inhibiraju ili 
potpuno sprečavaju njihovu oksidaciju. 
Delovanje antioksidanata zasniva se na njihovoj sposobnosti da (Aruoma, 1996): 
• deluju kao "skevindžeri" slobodnih radikala, odnosno donori elektrona ili H-atoma; 
• kompleksiraju jone metala, sprečavajući njihovu katalitičku funkciju u procesima 
razgradnje lipidnih hidro-peroksida  i nastanku slobodnih radikala; 
• razgrađuju hidro-perokside lipida, transformišući ih u neradikalske vrste npr. 
(alkohole); 
• sprečavaju dejstvo singletnih oblika kiseonika; 
• inhibiraju neke enzime; 
• pokazuju sinergističke efekte; 
• redukuju neka jedinjenja; 
Masti, ulja i hrana koja sadrži lipide se zagrevanjem ili dugotrajnim skladištenjem 
kvare, jer pod navedenim uslovima podležu degradacionim procesima. Glavni procesi koji se 
pri tome odigravaju su reakcije oksidacije lipida i razlaganje oksidacionih proizvoda, koji 
rezultuju smanjenjem nutritivne vrednosti, senzornog kvaliteta i na kraju, bezbednosti hrane 
usled formiranja potencijalno toksičnih jedinjenja. Usporavanje ovih procesa oksidacije je 
važno kako za proizvođače tako i za potrošače. 
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Oksidacija prehrambenih proizvoda se može inhibirati pakovanjem u modifikovanu 
atmosferu, korišćenjem niskih temperatura, inaktivacijom enzima koji katališu oksidaciju, 
sniženjem pritiska kiseonika i korišćenjem odgovarajućeg pakovanja (Yanishlieva-Maslarova, 
2001). 
U cilju zaštite od oksidacije koriste se specifični aditivi koji inhibiraju oksidaciju,  
antioksidanti. Ova jedinjenja se veoma razlikuju po hemijskoj strukturi i imaju različite 
mehanizme delovanja.  
Najvažniji mehanizam antioksidativne aktivnosti je reakcija jedinjenja koja inhibiraju 
oksidaciju sa lipidnim slobodnim radikalima, pri čemu nastaju neaktivni proizvodi. Ova 
jedinjenja su pravi antioksidanti. Oni obično reaguju sa peroksil ili alkoksil slobodnim 
radikalima, koji nastaju razlaganjem lipidnih hidroperoksida. Drugi inhibitori stabilišu lipidne 
perokside, sprečavajući njihovo razlaganje na slobodne radikale. 
Prvi antioksidanti koji su se koristili za konzervisanje hrane su bili začini. Oni su 
međutim zamenjeni sintetskim supstancama koje su jeftinije, utvrđene čistoće i poseduju 
ujednačenija antioksidativna svojstva. Naječešće korišćeni sintetski antioksidanti koji se 
koriste u prehrambenim proizvodima su butilovani hidroksianizol (BHA), butilovani 
hidroksitoluen (BHT), propilgalat (PG) i terc-butilhidrohinon (TBHQ). Zbog toksikoloških 
razloga prekomerna upotreba sintetskih antioksidanata je dovedena u pitanje, a zahtevi 
potrošača su usmereni ka korišćenju prirodnih antioksidanata (Moure i sar., 2001). 
2.3.3.1  Antioksidantni enzimi 
 Detoksifikacija enzimima je moguća ukoliko je konstanta brzine kiseonične vrste 
veoma niska, najmanje reda k-1. Zbog toga reakcije u kojima učestvuju ˙OH, 1O2, RO˙, 
ROO˙, HOO˙ nisu katalizovane enzimima, jer su one veoma brze (k >> 108). Ove reakcije su 
katalizovane biomolekulima koji služe kao "skevindžeri" slobodnih radikala i razbijači 
(quenchers) aktiviranih oblika kiseonika. Od antioksidantnih enzima do danas su najviše 
proučeni superoksid dizmutaza, katalaza, glutation peroksidaza, glutation reduktaza, 
glutation-S-transferaza. 
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 Superoksid dizmutaza (superoksid: superoksid oksidoreduktaza; EC 1.15.1.1) je 
multienzimski sistem koji postoji kod svih aerobnih organizama. Katalizuje dizmutaciju 
superoksid anjon radikala do molekulskog kiseonika i vodonik peroksida. 
 
O2˙   +  O2˙  + 2 H+ → H2O2  +  O2 
 
Katalaza (H2O2 : H2O2 oksidoreduktaza, EC 1.11.1.6) je tetramerni hem enzim koji se 
nalazi u svim aerobnim organizmima i ima ulogu da brzo razgrađuje H2O2. Pokazuje 
dvostruku funkciju u zavisnosti od koncentracije H2O2. Pri niskim koncentracijama H2O2 
(<10-6 mol/dm3) katalaza deluje peroksidazno i oksiduje veliki broj donora vodonika (etanol, 
askorbinska kiselina...). 
 
RH2  +  H2O2 →  R  +  2H2O 
 
Pri visokim koncentracijama supstrata katalaza vrši dizmutaciju H2O2 izuzetno 
velikom brzinom. 
Peroksidaze (EC 1.11.1.7) su grupa enzima koja vrši razgradnju H2O2 uz oksidaciju 
supstrata koji mogu biti veoma raznovrsni.  
 
SH2  +  H2O2  →  S  +  2 H2O 
 
Njihova aktivnost se najčešće ispituje u ćelijskim ekstraktima uz pomoć veštačkih 
supstrata gvajakola, benzidina i o-dianizdina. Oni se u prisustvu H2O2 i peroksidaza oksiduju 
pri čemu nastaju obojeni proizvodi (Capeillè-Blandin, 1998; Auchère i Capeillè-Blandin, 
1999). Mnogi supstrati ovih peroksidaza koji deluju u in vivo uslovima nisu otkriveni. 
Glutation reduktaza (EC 1.6.4.2) je flavoprotein koji katalizuje redukciju 
oksidovanog glutationa (GSSG) u redukovani oblik (GSH) u prisustvu NADPH. 
 
NADPH + H+ + GSSG → NADP+ + 2GSH 
 
 Glutation peroksidaza (glutation: vodonik peroksid oksidoreduktaza, EC 1.11.1.9) je 
familija enzima, koja u aktivnom centru sadrži selen i koja kao supstrat koristi redukovani 
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glutation GSH, a koja katalizuje redukciju vodonik peroksida do vode, ili redukciju organskih 
peroksida do odgovarajućih alkohola. 
 
2GSH + H2O2 → GSSG + 2 H2O 
 
Glutation S-transferaze (EC 2.5.1.18) su enzimi koji katalizuju vezivanje glutationa 
preko sulfhidrilnih grupa za elektrofilne centre hidrofobnih molekula. Na ovaj način molekuli 
postaju lakše rastvorljivi u vodi i lakše se transportuju do vakuole ili apoplasta. Među 
supstratima ovih enzima se nalaze neki sekundarni biomolekuli biljaka kao i veliki broj 
ksenobiotika. Ovi enzimi su odgovorni za detoksifikaciju elektrofilnih i veoma citotoksičnih 
proizvoda lipidne peroksidacije izazvane oksidativnim stresom (Polidoros i Scandalios, 
1999).   
 
2.3.3.2  Neenzimski antioksidanti 
 α-Tokoferol, glavni sastojak liposolubilnog vitamina E, je jedan od najznačajnijih 
prirodnih antioksidanata u ćelijskim membranama i lipoproteinima. Reakcije α-tokoferola sa 
peroksi-radikalima, perhidroksi-radikalima i singlet kiseonikom su osnova njegove 
antioksidantne uloge (Slika 2.20.). 
 β-Karoten, jedan od najrasprostranjenijih karotena u biljnom svetu, deluje kao hvatač 
tiil-, nitroksid- i sulfenil radikala, sposobnih da iniciraju peroksidaciju lipida, pri čemu nastaju 
β-karoten-katjon-radikali i radikal adukti (nastali interakcijom β-karotena i radikala) (Everett i 
sar., 1996). 
Fenolna jedinjenja ili polifenoli, u svojoj strukturi sadrže aromatični prsten sa 
jednom ili više hidroksilnih grupa (Croft, 1999). Smatra se da je antioksidantna aktivnost 
fenola prvenstveno rezultat njihove sposobnosti da budu donori vodonika, nakon čega nastaju 
manje reaktivni fenoksil radikali: 
 
Ph-OH + ROO˙→ Ph-O˙ + ROOH 
 
Relativno velika stabilnost fenoksil radikala se objašnjava delokalizacijom elektrona, 
uz postojanje više rezonantnih formi (Slika 2.16.). 
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Slika 2.21. Rezonantna stabilizacija fenoksil radikala. 
Osim pomenutog mehanizma, biljni fenoli mogu i heliranjem jona metala sprečiti 
njihovo katalitičko dejstvo u produkciji ROS (Duh i sar., 1999). 
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Slika 2.20. Mehanizam antioksidativnog delovanja α-tokoferola. 
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2.3.4 Trendovi u proučavanju prirodnih antioksidanata 
Prirodni antioksidanti se u velikom broju slučajeva dobijaju iz biljaka, te se 
bezuslovno smatraju bezbednim za upotrebu. Opšte gledano, mogućnosti univerzalne primene 
prirodnog antioksidanta su ograničene, jer je teško predvideti efikasnost svakog antioksidanta 
u određenom prehrambenom proizvodu (Yanishlieva-Maslarova, 2001). 
Polje budućih istraživanja bi moglo biti ispitivanje interakcija između antioksidanta i 
nutritivnih komponenti u hrani. Fundamentalno poznavanje i razumevanje mehanizma 
antioksidativne aktivnosti bi mogao biti prvi korak u određivanju optimizacije upotrebe 
prirodnog antioksidanta. Ispitivanje ponašanja antioksidanata na povišenim temperaturama, 
prilikom prženja, kao i iznalaženje novih prirodnih antioksidanata koji bi mogli naći primenu 
u prehrambenim proizvodima, je moguće polje izučavanja prirodnih antioksidananta (Chung, 
1997). Toksikološka proučavanja, zakonski propisi primene i standardizacija prirodnih 
antioksidanata nisu sistematizovani. Predložene su metode i protokoli za procenu i 
standardizaciju prirodnih antioksidanata (Becker i sar., 2004). 
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2.4  FUNKCIONALNA HRANA 
2.4.1   Razvoj koncepta funkcionalne hrane 
Do relativno nedavno, ljudi su svoju hranu dobijali direktno iz prirode. Tek je u 
poslednjih stotinu godina tehnologija preuzela glavnu reč i od izvornih namirnica razvijen je 
neograničen broj prehrambenih proizvoda. Trend proizvodnje "funkcionalne hrane" ili hrane 
koja poseduje povoljno dejstvo na zdravlje uz adekvatno nutritivno delovanje, temelj je 
razvoja moderne prehrambene industrije širom sveta. 
 Smatra se da je moderni koncept funkcionalne hrane začet u Japanu 1984. godine, ali 
shvatanje hrane kao leka zasigurno nije novijeg datuma. Otac medicine, Hipokrat, postavio je 
ovu hipotezu još pre 2500 godina, a drevne istočnjačke civilizacije tradicionalno vezuju 
pojedine namirnice sa specifičnim učincima na zdravlje. 
 Ipak, filozofija "hrane kao leka" nepravedno je zanemarena tokom 19. veka zbog 
procvata moderne terapije lekovima. Važna uloga ishrane u prevenciji bolesti i unapređenju 
zdravlja ponovo dolazi u prvi plan početkom 20. veka. To je doba bilo u znaku mnogih 
revolucionarnih otkrića, poput otkrića vitamina i brojnih bolesti koje su nastajale kao rezultat 
deficita određenih nutrijenata.  
Nutrijenti dodati u osnovnu hranu mogu povećati unos određenog nutrijenta čak i na 
nivou cele populacije. Upravo je obogaćivanje hrane ključnim nutrijentima na početku 
dvadesetog veka odgovorno za iskorenjivanje bolesti poput gušavosti, rahitisa, beri – beri-a i 
pelagre. Jodirana so može se smatrati jednim od prvih "funkcionalnih proizvoda" i kao takva 
spada u "funkcionalne proizvode prve generacije" . 
Sedamdesetih godina prošlog veka žarište interesa se naglo pomerilo sa deficita 
nutrijenata na prekomernu telesnu masu. Začetke "potrošačkog društva" koje ima svoje 
korene u tom vremenu danas osećamo u punom zamahu. Brojke govore same za sebe, jer se 
smatra da u proseku 30–50% zapadnjačke populacije ima problem sa prekomernom telesnom 
masom, a svi podaci ukazuju da idemo ka globalnoj epidemiji gojaznosti. Druga generacija 
"funkcionalnih proizvoda" se pojavila  kao reakcija na preveliku zastupljenost zasićenih 
masnoća i šećera u ishrani. Ti  proizvodi su imali smanjen sadržaj tih sastojaka. 
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Tokom sedamdesetih i osamdesetih godina prošlog veka identifikovan je čitav niz 
fiziološki aktivnih supstanci poreklom iz biljaka i životinja (fitohemikalija i zoohemikalija), s 
potencijalno povoljnim delovanjem na prevenciju i terapiju hroničnih bolesti.  
Na početku 21. veka, uprkos obilju koje vlada u razvijenim zemljama, suočeni smo s 
brojnim izazovima, poput povećanja cena medicinskih usluga, produženog životnog veka, 
novih naučnih saznanja i razvoja novih tehnologija što sve rezultira promenom životnog stila. 
Nutricionizam, kao nauka 21. veka, usmerava se ka pružanju optimalne ishrane u skladu s 
modernim životnim stilom, fiziološkim funkcijama, pa čak i genetskim nasleđem čoveka. 
Na putu ka optimalnoj ishrani, što predstavlja ambiciozni i dugoročni cilj, 
"funkcionalna hrana" čini se novim, interesantnim i stimulativnim konceptom. Ovaj koncept 
trebao bi biti sagrađen na čvrstim naučnim temeljima, a pritom treba biti prepoznat i 
prihvaćen od strane potrošača (Leach, 1989; Kuhn, 1998; Wrick, 1995). 
2.4.2 Definicija funkcionalne hrane  
Savremena nauka o ishrani podrazumeva multidisciplinarni pristup. Istraživačkim 
radom na polju biologije ćelije, biohemije, fiziologije, patologije i novih tehnologija u 
industriji hrane, stvorena je nova disciplina "nauka o funkcionalnoj hrani". 
Funkcionalna hrana se može posmatrati kao treća generacija  hrane sa pozitivnim 
efektom na zdravlje, iako trenutno ne postoji opšte prihvaćena definicija ovog termina, kako 
ni u Evropi tako ni u SAD. Razlog tome leži u činjenici da je ovaj termin potpuno nepoznat u 
zakonskoj regulativi koja se odnosu na proizvodnju i preradu hrane, što u velikoj meri 
komplikuje aktivnosti vezane za proizvodnju, kontrolu kvaliteta, izradu deklaracija i 
zdravstvenih izjava ("health claims"), marketing i distribuciju ovih proizvoda. 
U ovom trenutku, Japan je zemlja koja ima najpotpuniji regulatorni sistem vezan za 
funkcionalnu hranu, koji jasno definiše proceduru kojom prehrambeni proizvod  dobija 
oznaku FOSHU (Foods for Specified Health Use) (Arai, 1996). 
Usled nepostojanja adekvatnih definicija, često nastaje i velika konfuzija oko upotreba 
termina funkcionalna hrana i nutraceutikali, koji se često koriste kao sinonimi. Reč 
nutraceutikal je prevod engleske reči - nutraceutical, koja je nastala kombinovanjem reči 
nutrition - ishrana i pharmaceutical - farmaceutski, a odnosi se na komponente hrane koje 
ispoljavaju farmakološko delovanje. Drugim rečima, funkcionalna hrana je prehrambeni 
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proizvod, dok su nutraceutikali, koncentrati dobijeni iz prehrambenih proizvoda, koji se često 
prodaju kao pilule, kapsule, tinkture, itd (Gurib-Fakim, 2006).  
Veliki broj naučnih institucija je predložio definicije termina funkcionalna hrana. The 
Institute of Medicine's Food and Nutrition Board (IOM/FNB, 1994) definiše funkcionalnu 
hranu kao "hranu, ili komponentu hrane, koja uz svoju osnovnu nutritivnu namenu može da 
obezbedi i dodatnu zdravstvenu dobrobit". 
Tržište nutraceutika, suplemenata i svih ostalih proizvoda koji se nalaze negde na 
granici hrane i leka raste iz dana u dan. Teško je odrediti čvrste granice između 
konvencionalne, funkcionalne hrane, organski proizvedene hrane, suplemenata, nutraceutika, 
gde čak i naučnici otežano barataju ovim pojmovima.  
 
Stoga se u široki koncept funkcionalne hrane može ubrojiti:  
• prirodno nutritivno vredna hrana; 
• hrana koja je obogaćena funkcionalnim sastojcima; 
• hrana iz koje su uklonjene određene supstance; 
• hrana u kojoj su izmenjena svojstva pojedinih komponenata; 
• hrana u kojoj je bioraspoloživost jedne ili više komponenata modifikovana;  
• sve kombinacije navedenih mogućnosti.  
2.4.3  Funkcionalne komponente biljnog porekla 
Ovas: Ovas je žitarica izuzetno bogata dijetnim vlaknima, koja se posebno kao 
značajan izvor β-glukana, intenzivno proučava. Postoje mnogobrojni naučni dokazi da 
konzumiranje ove biljne vrste može uticati na smanjenje ukupnog i LDL (low density 
lipoprotein) holesterola, čime se indirektno smanjuje verovatnoća od nastanka koronarnih 
bolesti. Razmatrajući relevantne naučne dokaze, obezbeđene kroz 37 nezavisnih kliničkih 
testova na ljudima, FDA (the Food and Drug Administration) je 1997. nagradila prvu 
zdravstvenu izjavu, specifičnu za prehrambeni proizvod ovas (DHHS/FDA, 1997) (Di Luzio, 
1983; Czop i Austen,1985; Goldman, 1988; Hasler, 1998). 
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tretiranja bolesti ili u cilju očuvanja zdravlja. Proizvodi u vidu infuza, dekokta ili alkoholnog 
ekstrakta su tradicionalni način konzumiranja fitofarmaceutika. Potrošači svake godine troše 
milione dolara na ove proizvode, ali zapravo malo znaju o tome šta kupuju. Vrlo često se 
preporučena doza istog suplementa razlikuje od proizvođača do proizvođača, a zapravo se 
malo zna o mehanizmu njihovog delovanja. Osim toga, treba imati na umu da su sekundarni 
biomolekuli biljaka, gledano sa ekološke strane, nastali evolucijom kao komponente hemijske 
odbrane biljaka od drugih biljnih vrsta, insekata i životinja. Evolutivno nastali kao otrovi, 
sekundarni biomolekuli lekovitog bilja ne moraju uvek biti apsolutno neškodljivi po ljudsko 
zdravlje (Gurib-Fakim, 2006). 
U EU i SAD postoji snažna tendencija da se, kao i kod funkcionalne hrane, tržište ovih 
proizvoda zakonski uredi. Takođe postoji i velika potreba za standardizacijim ovih proizvoda, 
u cilju iznalaženja njihove optimalne doze.  
Prirodni antioksidanti: Veliki broj naučnih radova antioksidantnu aktivnost voća i 
povrća, lekovitog bilja i začina povezuje sa sadržajem biljnih fenola. Unos fenola putem 
ishrane povezan je sa smanjenjem rizika za nastanak niza različitih oboljenja (Cabrera i sar., 
2006). Dokazano je da fenoli štite lipide seruma od oksidacije, glavnog uzroka nastanka 
ateroskleroze. Osim navednog, postoje i relevantni naučni dokazi o antikancerogenom 
delovanju biljnih fenola (Birt i sar., 2001).  
Buduća istraživanja bi trebalo usmeriti u pravcu izučavanja inhibitornih/aktivacionih 
efekata na ključne enzime koji su uključeni u patogenezu ateroskleroze i kancera, kao i na 
proučavanje mehanizama pomoću kojih fenoli utiču na ekspresiju gena.  
U cilju kreiranja funkcionalnih proizvoda neophodna su dodatna istraživanja koja bi 
objasnila ne samo molekularne mehanizme pozitivnog efekta fenola na zdravlje ljudi, već i 
kompleksne interakcije u samom matriksu koje uslovljavaju stepen bioraspoloživosti biljnih 
fenola iz hrane (Yanishlieva-Maslarova, 2001).  
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2.4.4  Funkcionalne komponente životinjskog porekla 
Iako je većina supstanci za koje je dokazano da povoljno deluju na zdravlje poreklom 
iz biljnih sirovina, postoji i veliki broj fiziološki aktivnih materija u namirnicama životinjskog 
porekla. 
Riba: Riblje ulje je bogat izvor ω-3 masnih kiselina, za koje je dokazano da imaju 
značajnu ulogu u sprečavanju nastanka kardiovaskularnih bolesti (Albert i sar., 1998). 
Mlečni proizvodi: Danas ne postoji sumnja u funkcionalnost mlečnih proizvoda. 
Poznato je da su oni najbolji izvor kalcijuma, čijim unosom se sprečava nastanak osteoporoze 
i verovatno raka creva. Danas se velika pažnja poklanja ispitivanju fermentisanih mlečnih 
proizvoda, kao značajnog izvora probiotika (Oberreuther-Moschner i sar., 2004).  
Govedina. Antikancerogena masna kiselina, poznata kao konjugovana linolna kiselina 
(CLA) je prvi put izolovana 1987. godine iz pečenog goveđeg mesa (Ha i sar., 1987). Termin 
CLA se odnosi na smešu pozicionih i geometrijskih izomera linolne kiseline (18:2 n-6), kod  
koje su dvostruke veze konjugovane, umesto da postoje razdvojene metilenskom grupom.  
2.4.5 Zdravstvene izjave 
Zdravstvene izjave, (engl. health claims) koje se mogu istaći na funkcionalnim 
namirnicama moraju biti zasnovane na naučnim dokazima, biti istinite i ne smeju da dovode u 
zabludu potrošača. U SAD uobičajene  izjave koje prate ovu vrstu namirnica, mogu se svrstati 
u dve kategorije: 
(1) Izjave o odnosu strukture i funkcije (engl.structure and function claims), 
moraju da budu istinite i da ne dovode u zabludu potrošača. Ove izjave ne moraju da 
budu odobrene od strane FDA. 
(2) Zdravstvene izjave (engl. health claims ili disease-specific claim) moraju da 
budu autorizovane od FDA i da poseduju značajnu naučnu potvrdu (Hill-ovi 
kriterijumi). 
Prema Vodiču Evropskog Saveta za naučnu verifikaciju zdravstvenih izjava za 
funkcionalnu hranu, neophodno je rangiranje dokaza različitih tipova studija koje podržavaju 
zdravstvenu izjavu.  
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Najčešće studije su: 
 
1. eksperimentalne humane studije (kliničke ili interventne studije) 
a) randomizovane kontrolisane interventne studije 
b) delimično kontrolisane interventne studije 
2. opservacione humane studije (epidemiološke studije) 
a) prospektivne kohortne studije 
b) retrospektivne kohortne studije 
c) studije slučaja (uvek retrospektivne) 
3. biohemijske, celularne ili studije na životinjama. 
2.4.6 Biomarkeri 
U Evropi je 1999. uspostavljen konsenzus poznat kao "Scientific Concepts of 
Functional Foods in Europe" (FUFOSE). Konsenzus dokument FUFOSE koncepta daje radnu 
definiciju funkcionalne hrane, a poseban akcenat stavlja na kritičnu procenu naučno 
potvrđenih rezultata o pozitivnom delovanju određenih nutrijenata i komponenata hrane na 
pojedine funkcije organizma. 
Hrana se može smatrati funkcionalnom ukoliko je naučno potvrđeno da pozitivno 
utiče na određene funkcije u organizmu, pored njenog uobičajenog nutritivnog dejstva, a u 
smislu promocije zdravlja i smanjenja rizika pojave bolesti. Funkcionalna hrana uvek mora 
biti u obliku hrane, a pozitivan efekat na zdravlje mora da se ispolji konzumiranjem 
uobičajene količine hrane. 
Da bi se ilustrovao koncept funkcionalne hrane i njen značaj u unapređenju zdravlja 
potrebno je pokazati koji su to specifični nutrijenti i komponente hrane koje ciljano pozitivno 
deluju na određene fiziološke funkcije organizma (Aswell, 2002).  
Biomarker može biti svaki parametar koji ukazuje na promenu u biohemijskom 
procesu, strukturi ili funkciji, a koja je rezultat interakcije između biološkog sistema i 
komponente hrane (Milner, 2000). 
Dobar biomarker mora biti merljiv, validan, reproduktivan, senzitivan i specifičan. 
Postoji nekoliko klasa biomarkera (Slika 2.28.). 
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1. Markeri izloženosti, na osnovu koji se procenjuje digestibilnost, 
fermentabilnost, apsorpcija ili biološka raspoloživost. 
2. Markeri ciljane funkcije ili biološkog odgovora, kao što su promene u 
telesnim tečnostima, nivoi metabolita, proteina ili enzima, ili markeri koji se odnose 
na promenu određene fiziološke funkcije (maksimalna mišićna snaga, maksimalni 
utrošak kiseonika, i sl). 
3. Markeri poboljšanja zdravstvenog stanja i/ili smanjenja rizika od bolesti. 
Ovde se radi o merenju biološkog procesa (određivanje sadržaja hemoglobina kod 
anemija, ili debljine zida krvnog suda u slučaju kardiovaskularnog oboljenja). Markeri 
mogu bio biohemijski (promena enzima) ili fiziološki (promena funkcije nekog 
organa). 
 
 
Slika 2.28. Naučna osnova za zdravstvene izjave (FUFOSE Consensus). 
Razvoj koncepta funkcionalne hrane i nova saznanja o bioaktivnim komponentama, 
mehanizmima njihovog delovanja, kao i otkrivanje novih i pouzdanih biomarkera doprineće 
boljem razumevanju načina na koji hrana utiče na zdravlje pojedinca, uvažavajući njegov 
genetski potencijal.  
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Eksperimentalni deo ove disertacije urađen je u laboratorijama Instituta za 
prehrambene tehnologije u Novom Sadu, dok su određivanja vezana za antioksidativna 
svojstava, elektron spin rezonantnom (ESR) spektroskopijom, vršena na katedri za organsku 
hemiju Tehnološkog fakulteta u Novom Sadu. 
 
3.1 MATERIJAL 
3.1.1 Biljni materijal 
 Biljne sirovine korišćene u radu, prikazane u tabeli 3.1., su proizvodi Instituta za 
proučavanje lekovitog bilja “Dr Josif Pančić” iz Beograda. Sirovine su obezbeđene delom iz 
spontane flore, a delom iz plantažne proizvodnje u zavisnosti od vrste, a kontrolisane su 
prema važećim propisima u ovoj oblasti. Ulazna kontrola svih biljnih sirovina obuhvatila je: 
utvrđivanje indentiteta, kontrolu senzornih svojstava, određivanje stepena čistoće (vlaga, 
pepeo, sitne primese), vrednovanje (određivanje sadržaja aktivnih materija) i ispitivanje 
zdravstevene ispravnosti (Tabele 3.2. i 3.3.). 
Tabela 3.1.  Biljne sirovine korišćene u radu 
Uzorak Vrsta Organ Droga 
List pitome nane Mentha x piperita L. List Menthae piperitae 
folium 
Plod peršuna Petroselinum 
crispum (Mill.) A.W. 
Nym. ex Hill 
Plod Petroselini fructus 
Plod kima Carum carvi L. Plod Carvi fructus 
 
Kora krušine Rhamnus frangula L. Kora Frangulae cortex 
List breze Betula pendula Roth. List Betulae folium 
Vitalplant® smeša (Frangulae cortex (35 %), Menthae piperitae folium (20%), 
Carvi fructus (20 %), Petroselini fructus (25 %)) 
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Tabela 3.2.  Karakteristike biljnih droga koje su korišćene u radu.  
 
Naziv droge Senzorne 
karakteristike 
Sadržaj 
vlage (%) 
Sadržaj 
pepela (%) 
Sadržaj 
etarskih 
ulja (%) 
Frangulae cortex  
 
Odgovara Ph. 
Eur. 
9,30 5,31 - 
Menthae piperitae 
folium  
 
Odgovara Ph. 
Eur. 
12,03 10,87 2,26 
Carvi fructus 
 
Odgovara Ph. 
Eur. 
5,73 4,95 2,35 
Petroselini 
fructus 
 
Odgovara Ph. 
Eur. 
3,38 9,86 1,90 
Betulae folium Odgovara Ph. 
Eur. 
8,94 9,46 - 
 
Mlevenje i prosejavanje pojedinačnih biljnih sirovina obavljeno je uz korišćenje 
odgovarajuće opreme (mlin, sejalica) i na taj način su biljne sirovine prerađene i usitnjene do 
veličine čestice od 3 mm.  
Tabela 3.3.   Karakteristike komercijalnog preparata Vitalplant®. 
 
Parametar Vitalplant® pulvis 
Sadržaj vlage (%) 7,91 
Sadržaj pepela (%) 6,71 
Granulacija 0,75 
Dodatne analize* Odgovara Ph. Eur. 
       * mikrobiološki kvalitet, ostaci pesticida, sadržaj 
                                      mikotoksina, radioaktivnost. 
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3.1.2 Hemikalije i reagensi 
Linolna kiselina (99%), β-karoten (95%), Tween 40, 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil 
radikal (DPPH˙), natrijumova so 5,6-difenil-3-(2-piridil)-1,2,4-triazin-4′,4″-disulfonske 
kiseline (Ferrozine), trihlorsirćetna kiselina (TCA), Folin-Ciocalteau's reagent, butilovani 
hidroksitoluen (BHT), 5,5-dimetil-pirolin-N-oksid (DMPO), ruzmarinska kiselina, 
hlorogenska kiselina, galna kiselina, rutin, α-tokoferol, apigenin, trans-cimetna kiselina i 
luteolin su proizvedi kompanije Sigma-Aldrich GmbH, Sternheim, Germany, dok su metanol 
HPLC čistoće (gradient grade), mravlja kiselina za HPLC, kao i kvercetin pribavljeni iz 
kompanije Merck, Darmstadt, Germany.  
Svi ostali reagensi i hemikalije upotrebljeni u eksperimentalnom radu bili su analitičke 
čistoće, poreklom od različitih proizvođača. Ultračista voda je dobijena u laboratoriji, 
korišćenjem sistema Millipore, Elix UV i Simplicity Water Purification System-a. 
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3.2 METODE 
3.2.1 Postupak ekstrakcije i termičkog tretmana biljnog materijala 
 Biljni ekstrakti su dobijeni postupkom maceracije, pri čemu je biljni materijal 
ekstrahovan smešom etanol:voda (80:20, v/v), u odnosu 1:10 (w/v), tokom 24 h uz 
povremeno mućkanje. Nakon izvršene ekstrakcije i filtriranja kroz kvalitativnu filter hartiju, 
rastvarač je uparen na rotacionom vakuum uparivaču do suva, pri temperaturi ne većoj od 40 
ºC. Prinos osušenog ekstrakta je izračunat na osnovu merenja mase suvog ostatka i izražen u 
procentima. 
 Dobijeni biljni ekstrakti su ponovo rastvoreni u smeši etanol:voda (80:20, v/v) i 
kvantitativno preneti u odmerni sud, koji je dopunjen do crte ekstragensom. Jednake porcije 
svakog ekstrakta su preneta u dva nova odmerna suda, pri čemu je prvi dopunjen do crte, a 
drugi je izložen termičkom tretmanu, na ključalom vodenom kupatilu, u trajanju od 15 min 
(Arabshahi-D i sar., 2007). Nakon hlađenja je i ovaj sud dopunjen do crte. 
 Ovim postupkom je za svaku biljnu komponentu dobijen ekstrakt i termički tretiran 
ekstrakt. 
3.2.2 Aplikacija biljnih sirovina i ekstrakata u keks 
Osnovna receptura za pripremu testa, odnosno receptura kontrolnog uzorka obuhvatila 
je: 600 g belog brašna (Tip 500), 180 g šećera, 300 g hidrogenizovanog biljnog ulja i potrebnu 
količinu vode (~ 24 g). Testo je istanjeno do debljine od 5 mm, i isečeno u pravougaone 
komade, smešteno na aluminijumski pleh u kom se peklo 10 min na 180°C.  
Keksovi su pripremljeni u dve serije: sa dodatkom biljne smeše Vitalplant®, i sa 
dodatkom etanolnog ekstrakta biljne smeše Vitalplant®, dobijenog na način opisan u 3.2.1. 
Svaka serija je obuhvatila tri nivoa supstitucije.  U provom slučaju, keksovi su pripremljeni sa 
dodatkom biljne smeše na nivou 2%, 4% i 6% supstitucije pšeničnog brašna. Odnosno, 
receptura kontrolnog uzorka je izmenjena dodatkom 12, 24 i 36 g biljne smeše.  
Druga serija je obuhvatila supstituciju pšeničnog brašna ekstraktima, dobijenim iz 
identičnih količina biljnog materijala upotrebljnih u seriji jedan. Drugim rečima, za pripremu 
keksova serije dva formulaciji kontrolnog keksa dodati su ekstrakti dobijeni iz 12, 24 i 36 g 
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biljne mešavine, po postupku opisanom u 3.2.1. U daljem tekstu ovi keksovi su označeni kao 
keksovi sa dodatkom 2%, 4% i 6% ekstrakta. 
Keksovi su čuvani tokom 6 nedelja u aluminijumskoj foliji, na sobnoj temperaturi. 
3.2.3  Ispitivanje hemijskog sastava  
3.2.3.1  Određivanje ukupnih fenolnih jedinjenja u biljnim  ekstraktima 
(Metoda po Folin-Ciocalteu) 
Metoda po Folin-Ciocalteu (FC metoda) je zasnovana na merenju redukujućeg 
kapaciteta polifenolnih jedinjenja, čijom disocijacijom nastaje proton i fenoksidni anjon, koji 
redukuje Folin-Ciocalteu reagens do plavo obojenog jona (Fenol-MoW11O40)4-: 
 
 Na2WO4/Na2MoO4 + Fenol → (Fenol-MoW11O40)4- 
 Mo (VI) (žuto obojen) + e- → Mo (V) (plavo obojen) 
 
Rastvori i reagensi: 
 
1. 20% Na2CO3 : 3 g Na2CO3 rastvoreno je uz zagrevanje u 12 ml vode. 
2. Folin-Ciocalteu reagens 
3. Standardni rastvor galne kiseline. 
 
Određivanje: 
 
Reakciona smeša je pripremljena mešanjem: 0,1 ml etanolnog rastvora ekstrakta, 7,9 
ml destilovane vode, 0,5 ml Folin-Ciocalteu reagensa i 1,5 ml 20% Na2CO3. Uporedo je 
pripremljena slepa proba: 8 ml destilovane vode, 0,5 ml Folin-Ciocalteu reagensa i 1,5 ml 
20% Na2CO3. Nakon 2 h izmerenu su apsorbance na λ = 750 nm (spektrofotometar Jenway 
6405 UV/Vis) (Singleton i sar., 1999.) 
Na osnovu izmerenih apsorbanci, sa kalibracione krive standardnog rastvora galne 
kiseline određena je masena koncentracija (mg/ml) polifenolnih jedinjenja, korišćenjem 
dobijene jednačine prave (c = 97.107 x A + 0.0101, r2 = 0,9984) , a zatim je sadržaj 
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polifenolnih jedinjenja u biljnom materijalu izražen kao ekvivalent galne kiseline (mg galne 
kiseline/g ekstrakta ili biljnog materiala). 
3.2.3.2  Određivanje ukupnih flavonoida u ekstraktima (Metoda po Markhamu) 
 
Flavonoidi i flavonglikozidi imaju osobinu da sa metalima daju odgovarajuće metalo-
komplekse. Naročito je važan Al3+ kompleks (Slika 3.1.). 
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Slika 3.1. Struktura rutina i njegov kompleks sa aluminijumom. 
Rastvori i reagensi: 
• Rastvor za ekstrakciju: U 14 ml MeOH se doda 5 ml H2O i 1 ml cc CH3COOH 
• Reagens AlCl3: Rastvori se 13,3 mg AlCl3 x 6 H2O i 40 mg CH3COONa u 10 ml H2O. 
• Standardni rastvor rutina: 50 mg rutina je rastvoreno u metanolu, preneto u odmernu 
tikvicu od 50 ml koja je dopunjena do crte. Iz ovog ratvora je pripremljena serija 
razblaženja pomoću koje je konstruisana kalibraciona kriva.  
 
Priprema ekstrakata: 
 
Etanolni ekstrakti dobijeni po proceduri opisanoj u  3.2.1. su razblaženi rastvorom za 
ekstrakciju u odmernoj tikvici od 25 ml. 
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Spektrofotometrijsko određivanje: 
 
 U 5 ml ekstrakta dodato je 1 ml vode i 2,5 ml reagensa AlCl3. Paralelno je 
pripremljena i slepa proba: 3,5 ml vode i 5 ml ekstrakta (bez dodavanja AlCl3). Apsorbanca 
radne (Ar) i slepe probe (As) su očitane na λmax= 430 nm (spektrofotometar Jenway 6405 
UV/Vis). 
 Na osnovu razlike apsorbanci radne i slepe probe (∆= Ar –As) sa kalibracione krive 
rutina, koja je pripremljena u sedam tačaka (m (µg) = 0,002 x A - 0,0016, r2=0,9998) 
određena je masena koncentracija flavonoida u ekstraktu, a potom je preračunat i sadržaj 
flavonoida u biljnom materijalu i izražen u %.  
3.2.3.3  HPLC analiza etanolnih ekstrakata lekovitog bilja 
Sadržaj fenolnih jedinjenja u etanolnim ekstraktima lekovitog bilja, dobijenih po 
postupku 3.2.1. je određen tehnikom tečne hromatografijom visoke rezolucije (High 
Performance Liquid Chromatography, HPLC) na aparatu HPLC Agilent 1200 serije. 
Korišćena je kolona Agilent, Eclipse XDB-C18, 1,8 µm, 4,6 x 50 mm. 
Detekcija razdvojenih pikova je izvršena pomoću detektora sa serijom dioda (Diode 
Array Detector, DAD) na 280, 330 i 350 nm, a absorpcioni spektri komponenata su snimljeni 
u opsegu od 190 do 400 nm, R 500/100 nm.  
U cilju razdvajanja 17 komponenti u jednoj analizi, razvijena je metoda. Kao mobilna 
faza korišćen je sistem rastvarača: A – metanol (HPLC gradient grade) i B – 1% mravlja 
kiselina u ultračistoj vodi (v/v). Razdvajanje komponenti je izvedeno primenom sledećeg 
linearnog gradijenta: 0-10 min, 10 -25 % A; 10-20 min, 25 - 60 % A; 20-30 min, 60-70 % A. 
Završetak analize, odnosno “stop time“ je podešen na 45 min, nakon čega je koloni ostavljeno 
vreme da se uravnoteži na početne uslove 10% A, time što je “post time“ podešen na 10 min. 
Protok mobilne faze je iznosio 1 ml/min. Injektovano je 5 µl rastvora uzorka, automatski, 
korišćenjem autosampler-a. Kolona je termostatirana na temperaturi od 30 ºC. 
Za HPLC određivanja su korišćeni rastvori etanolnih ekstrakata biljaka masnih 
koncentracija 10,0 -15,0 mg/ml, pripremljni rastvaranjem u smeši metanola i 1% mravlja 
kiselina u vodi u odnosu 50:50. Pre injektovanja svi rastvori su profiltrirani kroz filtere sa 
veličinom pora 0,20 µm (Nylon filters, Rotilabo-Spritzenfilter 13 mm, Roth, Karlsruhe, 
Nemačka). 
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U cilju analize aglikona izvršena je kisela hidroliza etanolnih ekstrakata biljaka. 
Hidroliza je vršena nakon rastvaranja suvog ostatka u 20 ml 62,5% metanola i dodatka 5 ml, 6 
mol/dm3 HCl, 2h uz refluks na 90°C. Nakon isteka vremena sadržaj je prenet u odmerni sud 
od 50 ml i dopunjen metanolom do crte, pri čemu je masena koncentracija etanolnih 
ekstrakata iznosila oko 8 mg/ml. 
Fenolne komponente prisutne u uzorcima su identifikovane poređenjem njihovih 
retencionih vremena i spektara sa retencionim vremenom i spektrom standarda za svaku 
komponentu. Korišćeni su standardi: galne kiseline, ruzmarinske kiseline, ferulne kiseline, 
protokatehinske kiseline, hlorogenske kiseline, kafene kiseline, vanilinske kiseline, siringične 
kiseline, trans cimetne kiseline, kvercetina, rutina, apigenina, naringenina, luteolina, 
kemferola, miricetina i aloe-emodina.    
Za potvrdu identifikacije komponente je utvrđena i čistoća pika. Kvantifikacija 
komponenata je izvršena metodom spoljašnjeg standarda. Za svaki pojedinačni standard je 
pripremljen osnovni rastvor standarda masene koncentracije 1,0 mg/ml, rastvaranjem u 
metanolu. Od ovog rastvora je pripremljena serija razblaženih rastvora standarda masenih 
koncentracija u opsegu 0,002 – 0,030 mg/ml. 
Konstruisana je kalibraciona kriva, za svaki standard, na osnovu dobijenih površina 
pikova u zavisnosti od masene koncentracije standarda. Iz dobijene jednačine linearne 
zavisnosti izračunate su masene koncentracije komponenti u uzorcima.  
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3.2.4 Ispitivanje antioksidantne aktivnosti  
3.2.4.1  ESR spektralna analiza uticaja biljnih ekstrakata na stvaranje i 
transformaciju superoksid anjon radikala  
 Rastvor koji sadrži superoksid anjon radikale je napravljen rastvaranjem KO2 / 
kraun-etar (10 mM / 20 mM) u bezvodnom dimetilsulfoksidu (DMSO).  Reakciona smeša se 
sastojala od 5 µl ove smeše, 500 µl osušenog DMSO i 5 µl rastvora DMPO u 
dimetilsulfoksidu (2 M). Uticaj biljnih ekstrakata na formiranje DMPO-OOH adukata je 
ispitivan dodavanjem biljnih ekstrakata u obliku DMF rastvora, u opsegu od 0,001-2,00 
mg/ml. 
 Pripremljene smeše su nakon toga prenete u kvarcnu kivetu za vodene rastvore ER-
160FT, i 2 min nakon mešanja, snimljeni su spektri na EMX Bruker (Rheinstetten, Germany) 
spektrometeru, korišćenjem TE102 šupljine, pri sledećim uslovima:  modulacija polja 100 kHz, 
amplituda modulacije 4,00 G, jačina struje 1 × 104, vremenski opseg merenja  327,68 ms, 
vremenska konstanta 40,96 ms, centar polja 3440 G, ukupan opseg merenja 100 G, 
frekvencija mikrotalasa 9,64 GHz, snaga 20 mW, temperatura 23 °C.  
“Skevindžer“ aktivnost na superoksid anjon radikale (SAo2˙-) je definisana:  
 
% SAo2˙- = 100 × (h0 – hx) / h0 
 
gde su: 
h0- visina drugog pika ESR signala DMPO-OOH spin adukta slepe probe 
hx- visina drugog pika ESR signala DMPO-OOH spin adukta probe sa ekstraktima. 
 
Konstruisana je zavisnost između SAo2˙- u procentima i koncentracije rastvora 
ekstrakta u cilju određivanja vrednosti IC50, izražene u mg ekstrakta/ml. IC50 vrednost je 
definisana kao ona masena koncentracija ekstrakta neophodna da inhibira nastajanje DMPO-
OOH spin adukta za 50% u odnosu na kontrolu (Severino i sar., 2009). 
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3.2.4.2 ESR spektralna analiza uticaja biljnih ekstrakata na stvaranje i    
hidroksil radikala  
Hidroksil radikali su dobijeni Fentonovom reakcijom, a detektovani primenom "spin 
trapping" tehnike, u model sistemu koji je dobijen mešanjem 200 µl FeCl2 koncentracije 0,3 
mM, 200 µl H2O2 koncentracije 2 mM, 200 µl N,N-dimetilformanida (DMF) i 200 µl DMPO 
koncentracije 112 mM, kao "spin trap-a" (slepa proba). Uticaj biljnih ekstrakata na količinu 
hidroksil radikala stabilizovanih u prisustvu DMPO je ispitivan dodavanjem biljnih ekstrakata 
rastvorenih u DMF, u opsegu od 0,005-0,200 mg/ml. ESR spektri su snimani, nakon 
reakcionog perioda od 2,5 min, na spektrometru Bruker 300E (Rheinstetten, Germany), pri 
sledećim uslovima: amplituda modulacije 0,512 G, jačina struje 1 × 104, vremenska konstanta  
81,92 ms, vremenski opseg merenja 163,84 ms, centar polja 3440,00 G, ukupan opseg 
merenja 100 G, frekvencija mikrotalasa 9,64 GHz, snaga 20 mW, temperatura 23 °C. 
“Skevindžer“ aktivnost na hidroksil radikal (SAOH) definisana je kao:  
 
% SAOH = 100 × (h0 – hx) / h0  
 
gde su: 
h0- visina drugog pika ESR signala DMPO-OH spin adukta slepe probe 
hx- visina drugog pika ESR signala DMPO-OH spin adukta probe sa biljnim 
ekstraktima. 
 
Konstruisana je zavisnost između SAOH u procentima i koncentracije rastvora 
ekstrakta u cilju određivanja vrednosti IC50, izražene u mg ekstrakta/ml. IC50 vrednost je 
definisana kao ona masena koncentracija ekstrakta neophodna da inhibira nastajanje DMPO-
OH spin adukta za 50% u odnosu na kontrolu (Ćetković i sar., 2008). 
 
3.2.4.3 Određivanje "skevindžer" aktivnosti na DPPH˙ radikale  
1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikal (DPPH˙) je stabilan radikal sa maksimumom 
apsorpcije na 517 nm. Antioksidanti, donori vodonika u reakciji sa DPPH˙ radikalima vrše 
njihovu redukciju do žuto obojenog difenilpikrilhidrazina, što dovodi do smanjenja 
apsorbancije na 517 nm. 
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Priprema ekstrakata: 
 
Etanolni biljni ekstrakti dobijeni po proceduri opisanoj u  3.2.1. su razblaženi 
metanolom, tako da je svaki pripremljen u četiri koncentracije u opsegu od 0,03 do 1 mg 
ekstrakta/ml. Metanolni ekstrakti keksa su pripremani u četiri koncentracije, ekstrakcijom ~ 
2,5 g, 5 g, 7,5 g i 10 g samlevenog keksa sa 40  ml metanola tokom 24 h, na sobnoj 
temperaturi (Fan i sar., 2007). Kao referentne supstance u ovom testu su korišćeni etanolni 
rastvori komercijalnih antioksidanata BHT-a i α-tokoferola, pri koncentraciji od 0,100 mg/ml. 
 
Rastvori i reagensi: 
 
Rastvor 90 µM DPPH˙ : 22,5 ml 0,4 mM DPPH˙ (Mr= 394.32), 0,01577 g DPPH· je 
odmereno u odmernu tikvicu od 100 ml i dopunjeno sa 95 % MeOH do crte. 
 
Spektrofotometrijsko određivanje: 
 
Kontrola je pripremljena tako što je u epruvetu koja sadrži 3 ml metanola dodat 1 ml 
rastvora DPPH· (90 µM). Radna proba je pripremljena mešanjem 0,1 ml ekstrakta, 2,9 ml 
metanola i 1 ml rastvora DPPH· (90 µM). Reakciona smeša je ostavljena na tamnom mestu, 
na sobnoj temperaturi, 60 min. Absorbanca je očitana na 515 nm (spektrofotometar Jenway 
6405 UV/Vis), a kao referentni rastvor je korišćen metanol. "Skevindžer" aktivnost na DPPH· 
radikale (% RSC) je određena na osnovu jednačine: 
 
% RSC= 100-(Auz x 100/Akont) 
 
gde je: 
Auz - apsorbanca uzorka, 
Akont - apsorbanca kontrole. 
 
IC50 vrednost je definisana kao masena koncentracija pri kojoj je neutralisano 50 % 
radikala, a dobijena je računski iz jednačine linearne regresije (Espin i sar., 2000). 
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3.2.4.4  Određivanje Fe3+/Fe2+ redoks kapaciteta (FRAP)  
Fe3+/Fe2+ redoks kapacitet je pokazatelj sposobnosti antioksidanta da predaje elektron. 
Određivanje se zasniva na reakciji: 
 
[Fe(CN)6] 3- + e- → [Fe(CN)6] 4- 
Fe3+ + [Fe(CN)6] 4- + K+ → KFe[Fe(CN)6] 
                                                                                             Prusijsko plavo  
 
Intenzitet plave boje očitan na 700 nm je upravo proporcionalan redukcionoj moći. 
 
Priprema ekstrakata: 
 
Etanolni biljni ekstrakti dobijeni po proceduri opisanoj u  3.2.1. su razblaženi 
etanolom, tako da je svaki priprnemljen u četiri masene koncentracije u opsegu od 0,030 do 
10,0 mg ekstrakta/ml. Kao kotrola je korišćen rastvor butilovanog hidroksitoluena (BHT), 
koji je pripremljen takođe u četiri masene koncentracije (0,0051-0,24 mg/ml). 
 
Rastvori i reagensi: 
 
1. K3[Fe(CN)6] (1 %) 
2. Na - fosfatni pufer 0,2 M pH 6,6: 9,9968 g Na2HPO4 i 15,552 g NaH2PO4 je 
rastvoreno u odmernoj tikvici od 1 l, koja je dopunjena vodom do crte. 
3. TCA- trihlorsirćetna kiselina, 10%  
4. FeCl3 - 0,1% 
 
Spektrofotometrijsko određivanje: 
 
Ispitivani ekstrakti (0,5 ml) su dodati u 2,5 ml fosfatnog pufera 0,2 M pH 6,6 i 2,5 ml 
rastvora K3[Fe(CN)6]  (u šlifovanim epruvetama). Slepa proba je sadržala 0,5 ml etanola, 2,5 
ml fosfatnog pufera 0,2 M pH 6,6 i 2,5 ml rastvora K3[Fe(CN)6]. Sadržaj je inkubiran 20 min 
na 50 º C, u vodenom kupatilu. Nakon hlađenja, u epruvete je dodato po 2,5 ml 10% TCA. U 
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nove epruvete je odmereno po 2,5 ml supernatanta, 2,5 ml dest.vode i 1 ml 0,1% rastvora 
FeCl3.  
Apsorbanca je merena na 700 nm (spektrofotometar Jenway 6405 UV/Vis). Na osnovu 
dobijenih vrednosti za četiri koncentracije, za svaki ispitani uzorak se konstruiše zavisnost 
A700 nm od koncentracije (Oyaizu, 1986; Juntachote i Berghofer, 2005). 
 IC50 vrednost je definisana kao masena koncentracija pri kojoj je vrednost A700 nm 
jednaka 0,500, a dobijena je računski iz jednačine linearne regresije (Mišan i sar., 2009). 
3.2.4.5  Određivanje Fe 2+ helatacione aktivnosti 
 Određivanje helatacione aktivnosti se zasniva na sposobnosti antioksidanta da vrši 
inhibiciju stvaranja kompleksa Fe2+-ferozin: 
 
Fe2+ + ferozin → Fe2+-ferozin 
apsorbuje na 562 nm 
 
Niža apsorbanca na 562 nm odgovara većoj  helatacionoj aktivnosti ekstrakta. 
 
Priprema ekstrakata: 
 
Etanolni ekstrakti dobijeni po proceduri opisanoj u  3.2.1. su razblaženi etanolom, tako 
da je svaki pripremljen u četiri koncentracije u opsegu od 0,080  do 2,00 mg ekstrakta/ml. 
Kao kontrola je korišćen rastvor dinatrijum etilendiamintetraacetat dihidrata (Na2EDTA x 2 
H2O), koji je pripremljen u šest koncentracija od 0.003-0,015 mg/ml. 
 
Rastvori i reagensi: 
 
1. ferozin 5 mM, Mr= 492.46: priprema se rastvaranjem 0,2462 g ferozina u 100 ml 
vode. 
2. 2 mM FeSO4, Mr= 278,01: priprema se rastvaranjem  0,0556 g FeSO4 x 7 H2O u 100 
ml vode. 
3. Na2EDTA : priprema se rastvaranjem 0,0150 g Na2EDTA x 2 H2O u 100 ml vode. 
Dobijeni rastvor je dalje razblažen 10,  20, 40 i 50 puta. 
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Spektrofotometrijsko određivanje: 
 
 Radna proba je pripremljena tako što je u epruvetu dodat 1 ml ekstrakta ili rastvora 
Na2EDTA, 3,7 ml dejonizovane vode, 0,1 ml rastvora FeSO4 i 0,2 ml rastvora ferozina. 
Kontrola je pripremljena na isti način, osim što je umesto ekstrakta pipetirano 1 ml etanola.  
 Da bi se izvršila korekcija apsorbance koja potiče od ekstrakta, za svaki uzorak je 
pripremljena i slepa proba, kod koje je umesto 0,2 ml rastvora ferozina pipetirano 0,2 ml 
vode. Pripremljeni rastvori su inkubirani 20 min na sobnoj temperaturi, nakon čega je očitana 
apsorbanca na 562 nm (spektrofotometar Jenway 6405 UV/Vis). 
Helataciona aktivnost se računa po formuli: 
 
Ha (%) = (1-((A562 nm uzorka- A562 nm slepe probe) / A562 nm kontrole)) x 100 
 
Na osnovu dobijenih vrednosti za četiri koncentracije, za svaki ispitani uzorak se 
konstruiše zavisnost A562 nm od koncentracije (Decker i Welch 1990; Juntachote i Berghofer, 
2005). 
IC50 vrednost je definisana kao masena koncentracija koja odgovara helatacionoj 
aktivnosti od 50%, a dobijena je računski iz jednačine linearne regresije. 
3.2.4.6  Određivanje antioksidantne aktivnosti β-karoten metodom 
 Antioksidantna aktivnost biljnih ekstrakata  je određena na osnovu oksidativne 
degradacije β-karotena u emulziji β-karoten-linolna kiselina (Moure i sar., 2000), koja je 
praćena spektrofotometrijski i  kolorimetrijski na ELISA čitaču.  
 
Priprema ekstrakata: 
 
Etanolni ekstrakti dobijeni po proceduri opisanoj u  3.2.1. su razblaženi metanolom, 
tako da je svaki pripremljen u četiri koncentracije u opsegu od 0,800 do 8,00 mg ekstrakta/ml. 
Kao kontrola je korišćen rastvor butilovanog hidroksitoluena (BHT), koji je pripremljen 
takođe u četiri koncentracije (0,005-0,510 mg/ml). 
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Rastvori i reagensi: 
 
1. Emulzija β-karotena i linolne kiseline: 2 mg β-karotena je rastvoreno u 10 ml 
hloroforma i 1 ml tog rastvora je pomešan sa 20 mg linolne kiseline i 200 mg Tween 
40 u odmernoj tikvici od 50 ml. Hloroform je odstranjen u struji azota. Ostatak je 
dopunjen destilovanom vodom do crte.  
2. Emulzija linolne kiseline za slepu probu: 20 mg linolne kiseline i 200 mg Tween 40 je 
odmereno u odmernu tikvicu od 50 ml i dopunjeno vodom do crte. 
 
Spektrofotometrijsko određivanje: 
 
 Ispitivani ekstrakti (0,2 ml) su dodati u 5 ml emulzije β-karotena i linolne kiseline (u 
šlifovanim epruvetama). Kontrola je sadržala 0,2 ml vode i 5 ml emulzije β-karotena i linolne 
kiseline. Apsorbanca je očitana odmah po dodatku ekstrakata u emulziju na 470 nm 
(spektrofotometar Jenway 6405 UV/Vis), i to očitavanje je označeno kao t=0. Nakon toga, 
epruvete su smeštene u vodeno kupatilo na 50 °C i apsorbanca je očitana ponovo nakon 120 
min. 
 Slepa proba, koja se koristila za podešavanje nule spektrofotometra, se sastojala od 0,2 
ml vode i 5 ml emulzije linolne kiseline za slepu probu. 
 Brzina degradacije β-karotena je izračunata na osnovu kinetike jednačine prvog reda 
po sledećoj formuli: 
 
ln(a/b) x 1/t = brzina degradacije uzorka 
 
gde su: 
ln - prirodni log 
a - vrednost apsorbance (470 nm) u t = 0 min 
b - vrednost apsorbance (470 nm) u t =120 min 
t - vreme (min). 
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 Antioksidantna aktivnost (AOA) je izražena kao % inhibicije u odnosu na kontrolu, 
koristeći jednačinu (Al-Saikhan 
 
AOA = (vk - vu) x 100 /v
gde su: 
vk- brzina degradacije kontrol
vu- brzina degradacije uzorka
 
IC50 vrednost je definisana kao 
degradacije β-karotena 50 % u odnosu na kontrolu, pri postavljenim eksperimentalnim 
uslovima, a dobijena je računski iz jednač
 
Kolorimetrijsko određ
 
 200 µl rastvora iz šlifovanih epruveta pripremljenih za spektrofotometrijsko 
određivanje  je preneto u plastič
Electron Corporation Multiscan Ascent E
se inkubacija na 50°C tokom 120 min vrši u struji toplog vazduha, kao i da se oč
apsorbance vrši na filteru od 450 nm, u vremenu t = 0 min i t = 120 min. Na osnovu dobijenih 
očitanja je na identičan nač đ č
vrednost za svaki ekstrakt. 
 
Slika 3.2. Izgled "bunarića
nakon inkubacije od 120 min.
  
i sar., 1995): 
k 
e 
. 
masena koncentracija potrebna da izvrši inhibiciju 
ine linearne regresije. 
ivanje: 
ne "bunariće" prikazane na slici 3.2., koji su preneti u Thermo 
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3.2.5 Ispitivanje oksidativnih promena na lipidima u keksu 
3.2.5.1  TBA test za određivanje stepena lipidne peroksidacije u keksu 
 TBA (Tiobarbiturna kiselina, TBA) test je zasnovan na spektrofotometrijskom 
određivanju ružičasto obojenog kompleksa koji nastaje nakon reakcije malonildialdehida 
(MDA) sa dva molekula TBA. Test je primenjen u cilju određivanja stepena lipidne 
peroksidacije u uzorcima keksa sa dodatkom lekovitog bilja i ekstrakata lekovitog bilja, 
opisanih u poglavlju 3.2.2. 
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Slika 3.3. Reakcija stvaranja MDA-TBA adukta. 
U radu je korišćen modifikovani TBA test (Hodges i sar., 1999; Fan, 2002) za uzorke 
koji sadrže interferirajuće supstance. 
 
Priprema ekstrakata: 
 
U šlifovane erlenmajere od 100 ml je odmereno oko 0,5 g uzorka keksa, koji je 
predhodno samleven, zatim je dodato 25 ml smeše etanol:voda (80:20, v/v). Ekstrakcija TBA-
rektivnih supstanci je vršena na ultrazvučnom kupatilu 5 min.  Filtriranjem kroz kvalitativnu 
filter hartiju dobijeni su ekstrakti koji su direktno korišćeni u daljem radu. 
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Rastvori i reagensi: 
 
1. etanol:voda 80:20, v/v 
2. reagens A (20 % TCA (w/v) +0.01% BHT) je pripremljen odmeravanjem 80 g 
trihlorsirćetne kiseline (TCA) i 0.04 g butilovanog hidroksitoluena (BHT), i 
rastvaranjem u 400 ml vode. 
3. reagens B (20 % TCA (w/v)  + 0.01% BHT + 0.69% TBA) je pripremljen 
odmeravanjem 1,3 g TBA u odmerni sud od 200 ml i dopunjavanjem istog reagensom 
A do crte. 
 
Spektrofotometrijsko određivanje: 
 
 Slepa proba je pripremljena mešanjem  2 ml reagensa A sa 2 ml reagensa B u epruveti 
sa šlifovanim zapušačem. Za svaki uzorak je pripremljena kontrola, koja se sastojala iz 2 ml 
ekstrakta i 2 ml reagensa A. Radna proba je pripremljena mešanjem 2 ml ekstrakta i 2 ml 
reagensa B. 
Pripremljeni rastvori su inkubirani 30 min u vodenom kupatilu, na 70° C, nakon čega 
su centrifugirani na 3000 g 10 min ili filtrirani, ukoliko je bilo potrebno. 
Očitavanje apsorbance je vršeno na 532, 440 i 600 nm (spektrofotometar Jenway 6405 
UV/Vis). 
 Količina MDA u ekstraktu je računata na osnovu jednačine: 
 
(Abs 532 +TBA-Abs 600+TBA)-(Abs 532-TBA-Abs 600-TBA) = A 
(Abs 440+TBA- Abs 600+TBA) x 0,0571) = B 
MDA (nmol ml-1)= ((A-B)/157000)106 
 
gde su: 
- Abs 532 +TBA – apsorbanca radne probe na 532 nm 
- Abs 600+TBA – apsorbanca radne probe na 600 nm 
- Abs 440+TBA – apsorbanca radne probe na 440 nm 
- Abs 532-TBA– apsorbanca kontrole na 532 nm 
- Abs 600-TBA– apsorbanca kontrole na 600 nm 
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3.2.5.2  Metoda za određivanje peroksidnog broja u keksu 
Peroksidni broj u uzorcima keksa sa dodatkom lekovitog bilja i ekstrakata lekovitog 
bilja, opisanih u poglavlju 3.2.2., je određen jodometrijski, u potpunosti prema metodi 
A.O.C.S. (Official Method Cd 8-53), polazeći od 5,0 g uzorka mlevenog keksa. Ovom 
metodom se određuju peroksidi i slični produkti nastali oksidacijom masti, koji oksiduju KJ 
pod datim reakcionim uslovima. Peroksidni broj (Px), izražen u miliekvivalentima peroksida 
u 1000 g uzorka, se izračunava prema sledećoj jednačini: 
 
Px = 
w
·1000 N · B) - (S 
 
gde su : 
S - zapremina rastvora Na2S2O3 utrošenog za titraciju uzorka, u ml; 
B - zapremina rastvora Na2S2O3 utrošenog za titraciju slepe probe, u ml; 
N - koncentracija standardnog rastvora Na2S2O3, u mol/l; 
w - masa uzorka za ispitivanje, u gramima. 
 
Standardni rastvor Na2S2O3 koncentracije 0,1 mol/dm3 je pripremljen i standardizovan 
po metodi A.O.A.C. Method #942.27. 
3.2.6 Statistička obrada podataka 
Svi eksperimenti su izvedeni u najmanje tri ponavljanja, a rezultati predstavljeni kao 
srednja vrednost. Određena je standardna devijacija (SD). Za pojedine parametre je urađena 
analiza varijanse, koeficijenti korelacije između parametara, kao i Duncan-ov test višestrukih 
intervala. Podaci su obrađeni primenom softverskog paketa Microsoft Excel for Windows i 
StatSoft Statistica (data analysis software system), version 7.1. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4  Rezultati i diskusija  
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4.1 HEMIJSKI SASTAV BILJNIH SIROVINA 
4.1.1  Prinosi ekstrakcije etanolom 
 U cilju ekstrakcije biljnih fenola i drugih antioksidanata, najčešće se koriste tri 
ekstrakcione tehnike: ekstrakcija rastvaračima, ekstrakcija na čvrstoj fazi (solid-phase 
extraction) i superkritična ekstrakcija. Količina biljnih fenola u ekstraktu, kao i sastav 
ekstrakta u velikoj meri zavisi od načina ekstrakcije, kao i tipa i polarnosti rastvarača (Moller 
i sar., 1999). Jedinjenja iz klase biljnih fenola se veoma razlikuju po svojoj kiselosti i 
polarnosti, od izuzetno hidrofobnih do hidrofilnih. pKa vrednosti ovih jedinjenja variraju od 8 
do 12, dok se njihovi podeoni koeficijenti za sistem ulje:voda kreću od 6 × 10-4 do 1,5 (Rodis 
i sar., 2002). 
Prirodni antioksidanati iz lekovitog bilja i začina se najčešće ekstrahuju metanolom 
(Suhaj, 2006). Antocijani se najčešće ekstrahuju na hladno, metanolom ili amil-alkoholom 
koji sadrži malu količinu kiseline. Takođe, pokazalo se da je metanol i najefikasniji 
ekstragens za katehine, dok se najbolji prinosi proantocijanidina dobijaju sa 70% acetonom.  
Ollanketo i sar. (2002), su utvrdili da se antioksidanti žalfije najefikasnije ekstrahuju toplom 
vodom pod povišenim pritiskom, zatim maceracijom sa 70% etanolom, potom 
hidrodestilacijom i na kraju  ultrazvukom sa metanolom kao ekstragensom . Keinänen (1993) 
je poredio kratkotrajnu ekstrakciju na hladno, ekstrakciju po Soxlet-u i ekstrakciju uz refluks 
lista breze, različitim rastvaračima. Rastvarače: aceton, metanol i etanol je koristio kao 
apsolutne i u smeši sa vodom (80% etanol, metanol i aceton). Isti autor je pokazao da je 
ekstrakcija  rastvaračima koji sadrže vodu efikasnija od ekstrakcije apsolutnim rastvaračima i 
zaključio da je ekstrakcija na hladno 80% etanolom najbolje kompromisno rešenje između 
efikasnosti i bezbednosti rastvarača. 
 U ovom radu izbor rastvarača za ekstrakciju, smeše etanol:voda (80:20, v/v), je 
prvenstveno izvršen na osnovu niske toksičnosti, a zatim na osnovu pretpostavljene 
efikasnosti.  
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Tabela 4.1. Prinosi ekstrakcije izraženi u %. 
 
Uzorak Prinos ekstrakta 
(%, vrednost ± SD) 
List pitome nane 17,2 ± 0,750 
Kora krušine 22,0 ± 0.890 
List breze 26,1 ± 0,820 
Plod kima 19,5 ± 0,730 
Plod peršuna  11,6 ± 0,620 
Vitalplant®   17,3 ± 0,540 
 
U Tabeli 4.1. su prikazani dobijeni prinosi ekstrakata. Dobijene vrednosti su se kretale 
oko 20%, pri čemu je list breze dao najveći, a plod kim najmanji  prinos. 
Nešto veće prinose ekstrakcije za peršun (19,6%) i kim (24,2%) dobili su Hinneburg i 
sar. (2006)  pri čemu se njihov ekstrakcioni postupak zasnivao na hidrodestilaciji. U našem 
predhodnom eksperimentu, prilikom ekstrakcije Vitalplant®  biljne mešavine 96% etanolom, 
prinos ekstrakcije je iznosio 10,07% (Mišan i sar., 2007). Dorman i sar. (2003) su nakon 
hidrodestilacije, dobili prinos ekstrakta mente od 332 mg/g suve materije.  
4.1.2 Sadržaj ukupnih rastvorljivih fenola u etanolnim ekstraktima 
Rezultati spektrofotometrijskog određivanja sadržaja ukupnih rastvorljivih fenola u 
etanolnim ekstraktima, termički netretiranim i tretiranim, pripremljenim kao što je opisano u 
poglavlju 3.2.1., prikazani su u tabeli  4.2. Dobijeni rezultati preračunati su i na masu 
polaznog uzorka. Rezultati su prikazani u tabeli 4.3.  
Folin-Ciocalteou metoda za određivanje sadržaja ukupnih rastvorljivih fenola 
zasnovana je na redukcionoj sposobnosti fenolnih hidroksilnih grupa. Nedostatak metode je 
njena nedovoljna specifičnost,  jer se biljni fenoli detektuju sa različitom osetljivosti. U ovom 
radu, sadržaj ukupnih rastvorljivih fenola u ispitivanim ekstraktima je izražen kao ekvivalent 
galne kiseline (GAE).  
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Tabela 4.2. Sadržaj ukupnih fenola u etanolnim ekstraktima, izražen u GAE. 
Uzorak 
Sadržaj ukupnih fenola u ekstraktu 
netretiran termički tretiran 
(%, vrednost ± SD) (%, vrednost ± SD) 
List pitome nane 18,4 ± 0,001g 18,7 ± 0,310g 
Kora krušine 6,6 ± 0,080f 16,6 ± 0,080f 
List breze 13,9 ± 0,360d 15,3 ± 0,290e 
Plod kima 2,89 ± 0,020a 3,01 ± 0,110a 
Plod peršuna  7,13 ± 0,860c 6,32 ± 0,140b 
Vitalplant®   13,2 ± 0,950b 12,8 ± 0,840b 
         Brojevi označeni različitim slovima (a, b) u koloni se signifikantno razlikuju kada se  
         koristi Duncan-ov test višestrukih intervala, p<0,05. 
 
 Korišćenjem Duncan-ovog testa višestrukih intervala (Tabela 4.2.) jasno se uočavaju 
razlike između sadržaja ukupnih rastvorljivih fenola u etanolnim ekstraktima uzoraka. 
Najmanji sadržaj biljnih fenola u ekstraktu utvrđen je kod kima, dok je najveći sadržaj dobijen 
kod pitome nane. Svi uzorci se na nivou ekstrakta signifikantno razlikuju. 
 Termičkim tretmanom u većini slučajeva ne dolazi do značajne promene na nivou 
ekstrakta (Tabela 4.2.), osim u slučaju breze i peršuna. Porast u sadržaju fenola tokom 
termičkog tretmana bi se mogao objasniti hemijskim promenama u strukturi fenola, dok bi 
smanjenje moglo biti posledica njihove direktne degradacije (Nicoli i sar., 1999). 
Ako se razlike razmatraju na nivou uzorka biljnog materijala, uzimajući u obzir 
statističke parametre,  krušina i breza su uzorci sa najvećim sadržajem biljnih fenola, dok je 
kim i ovog puta uzorak sa najmanjim sadržajem. 
 Dobijene vrednost sadržaja ukupnih biljnih fenola su uporedive sa literaturnim 
podacima. Nakon ekstrakcije metanolom, Muchuweti i sar. (2007) su dobili vrednost sadržaja 
ukupnih fenola za peršun od oko 8,00 mg GAE/g uzorka, dok su znatno niži sadržaj od nas, 
dobili kod mente (~12,00 mg GAE/g uzorka). Liu i sar. (2008) su ekstrakcijom mente, 60% 
etanolom, takođe dobili niži sadržaj fenola (13,17 ± 0,04 mg GAE/g uzorka), dok su Dorman i 
sar. (2003) nakon hidrodestilacije nane izmerili vrednost od 230,8 mg GAE /g ekstrakta, veći 
sadržaj ukupnih fenola u odnosu na naš rezultat. Nakon hidrodestilacije kima, Hinneburg i 
sar. (2006) su dobili veći sadržaj fenola u ekstraktu (37,4 ± 0,04 mg GAE/g ekstrakta), dok su 
kod peršuna izmerili manji sadržaj (29,2 ± 0,44 mg GAE/g ekstrakta). 
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Tabela 4.3. Sadržaj ukupnih fenola etanolnih ekstrakata biljaka, preračunat na masu polaznog 
uzorka, izražen u GAE. 
Uzorak 
Sadržaj ukupnih fenola u uzorku 
netretiran termički tretiran 
(%, vrednost ± SD) (%, vrednost ± SD) 
List pitome nane 3,18 ± 0,001e 3,22 ± 0,050e 
Kora krušine 3,66 ± 0,020f 3,66 ± 0,020f 
List breze 3,61 ± 0,090f 4,00 ± 0,070g 
Plod kima 0,563 ± 0,005a 0,586 ± 0,020a 
Plod peršuna  0,830 ± 0,100c 0,735 ± 0,017b 
Vitalplant®   1,14 ± 0,080d 1,11 ± 0,070d 
           Brojevi označeni različitim slovima (a, b) u koloni se signifikantno razlikuju  
           kada se koristi Duncan-ov test višestrukih intervala, p<0,05. 
 
Varijacije sadržaja fenolnih jedinjenja biljaka su posledica delovanja velikog broja 
faktora, koji pored genetskih, uključuju i područje kultivacije kao i mnogobrojne faktore 
životne sredine (Dorman i sar., 2003). 
4.1.3 Sadržaj ukupnih flavonoida u etanolnim ekstraktima 
Rezultati spektrofotometrijskog određivanja sadržaja ukupnih flavonoida u etanolnim 
ekstraktima, termički ne tretiranim i tretiranim, pripremljenim kao što je opisano u poglavlju 
3.2.1., prikazani su u tabeli  4.4. Dobijeni rezultati preračunati su i na masu polaznog uzorka. 
Rezultati su prikazani u tabeli 4.5.  
 Sadržaj ukupnih flavonoida u etanolnim ekstraktima se kretao od 0,510 do 2,05%, pri 
čemu je ekstrakt Vitalplant®   biljne mešavine bio najbogatiji flavonoidima, dok je ekstrakt 
peršuna imao najmanji sadržaj. 
 Statistički parametri ukazuju na to da se svi ispitani ekstrakti značajno razlikuju u 
pogledu sadržaja flavonoida, kao i na to da termički tretman dovodi do njihovog značajnog 
smanjenja u svim slučajevima osim kod peršuna. 
Ukoliko se sadržaj ukupnih flavonoida razmatra na nivou biljnog uzorka, svojim 
najvećim sadržajem se ističe breza i biljna mešavina Vitalplant® , dok značajnost razlike 
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između mente i kima ovom metodom nije uočena. Takođe, peršun je pokazao najmanji 
sadržaj ukupnih flavonida i na nivou uzorka. 
Tabela 4.4. Sadržaj ukupnih flavonoida u etanolnim ekstraktima, izražen u ekvivalentima 
rutina. 
Uzorak 
Sadržaj ukupnih flavonoida u ekstraktu 
netretiran termički tretiran 
(%, vrednost ± SD) (%, vrednost ± SD) 
List pitome nane 1,97 ± 0,037gh 1,51 ± 0,300e 
Kora krušine 1,33 ± 0,200cd 1,04 ± 0,010b 
List breze 1,43 ± 0,004de 1,30 ± 0,060c 
Plod kima 1,78 ± 0,070f 0,610 ± 0,140a 
Plod peršuna  0,510 ± 0,010a 0,550 ± 0,050a 
Vitalplant®   2,05 ± 0,060h 1,90 ± 0,050fg 
           Brojevi označeni različitim slovima (a, b) u koloni se signifikantno razlikuju  
           kada se koristi Duncan-ov test višestrukih intervala, p<0,05. 
 
 Imajući u vidu veliku raznovrsnost jedinjenja koja spadaju u klasu flavonoida, kao i 
činjenicu da se većina nalazi vezana u obliku glikozida, teško je pronaći idealnu metodu za 
određivanje njihovog ukupnog sadržaja. Kao i u slučaju metode za određivanje ukupnih 
fenola i ova metoda pokazuje nejednaku selektivnost prema jedinjenjima ove klase, jer 
pozitivnu rekciju daju samo ona jedinjenja koja imaju dostupne o-dihidroksifenolne, 3-
hidroksihromonske, 5-hidroksihromonske i o-hidroksikarbonilne funkcionalne grupe. 
Publikovan je veliki broj metoda za određivanje flavonoida. U novije vreme, sve više se 
insistira na primeni hromatografskih metoda (Merken i Beecher 2000; Sakakibara i sar., 
2003).  
Veliki broj istraživanja ukazuje da uslovi gajenja i kasnijeg tretiranja biljnih sirovina u 
značajnoj meri utiče na sadržaj flavonoida. Pokazano je da je sadržaj flavonoida direktno 
zavisan od UV zračenja i koncentracije CO2 (Caldwell i sar., 2005; Daniel i sar., 1999). 
 Uzimajući u obzir sve varijacije, velike razlike u sadržaju ukupnih flavonoida koje se 
sreću u literaturi za slične uzorke, nisu začuđujuće. Ipak, u prvom redu je sadržaj i sastav 
flavonoida genetski uslovljen. 
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Tabela 4.5. Sadržaj ukupnih flavonoida etanolnih ekstrakata biljaka, preračunat na biljni 
uzorak, izražen u ekvivalentima rutina. 
 
Uzorak 
Sadržaj ukupnih flavonoida u uzorku 
netretiran termički tretiran 
(%, vrednost ± SD) (%, vrednost ± SD) 
List pitome nane 0,341 ± 0,006f
 
0,261 ± 0,005d 
Kora krušine 0,292 ± 0,050e 0,229 ± 0,002c 
List breze 0,375 ± 0,001g 0,338 ± 0,014f 
Plod kima 0,346 ± 0,013f 0,118 ± 0,027b 
Plod peršuna  0,059 ± 0,002a 0,063 ± 0,006a 
Vitalplant®   0,355 ± 0,010fg 0,329 ± 0,008f 
            Brojevi označeni različitim slovima (a, b) u koloni se signifikantno razlikuju  
          kada se koristi Duncan-ov test višestrukih intervala, p<0,05. 
4.1.4  HPLC analiza etanolnih ekstrakata biljaka 
 Kvantitativno određivanje fenolnih jedinjenja samo po sebi predstavlja analitički 
izazov s obzirom da je procenjeno da postoji preko milion ovih jedinjenja, koja se u biljkama 
nalaze u obliku glikozida, sa velikom raznovrsnošću u broju, vrsti i načinu vezivanja šećernih 
ostataka (Herrmann, 1976; Wollenweber i Dietz, 1981). 
Objavljen je veliki broj HPLC metoda za određivanje fenolnih jedinjenja u biljnim 
matriksima. U osnovi, one su prilagođene određivanju sadržaja najzastupljenijih fenola u 
jednoj biljnoj vrsti ili određenog broja jedinjenja ove klase u raznovrsnim matriksima (Harnly 
i sar., 2006).  
U literaturi je zastupljen veliki broj radova koji se odnose na ispitivanje sastava fenola 
breze, peršuna, pitome nane, kima kao i antrahinona krušine (Dallenbach-Tölke i sar., 1987; 
Ossipov i sar., 1996; Voirin i sar., 1999; Sakakibara i sar.,2003; Gao i sar., 2009). 
 U pogledu analize flavonoida, objavljeni su radovi sa metodama koje pokrivaju pet 
klasa flavonoida (Merken i Beecher 2000; Sakakibara i sar., 2003). U oba slučaja, 
kvantifikacija je urađena nakon hidrolize glikozida na osnovu komparacije sa dostupnim 
eksternim standardima aglikona.  Merken i Beecher (2000) su objavili metod za razdvajanje 
17 aglikona, predstavnika pet klasa fenola. Flavonoidi su nakon ekstrakcije podvrgnuti kiseloj 
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hidrolizi u metanolu uz refluks. Aglikoni su zatim razdvojeni na HPLC uz DAD detekciju. 
Pomenuti autori su takođe došli do zaključka da hidroliza  delimično dovodi i do degradacije 
aglikona. Merken i sar. (2001) su primenili kinetički metod pseudo prvog reda u cilju  
određivanja flavona, flavonola i antocijana. Degradacija flavanona i flavan-3-ola je bila 
suviše brza da bi se odredila ovom metodom, te je stoga njihovo određivanje vršeno bez 
hidrolize.  
 Imajući u vidu radove ovih autora, u našoj laboratoriji smo razvili HPLC metod 
primenljiv za razdvajanje fenolnih jedinjenja u svim ispitivanim ekstraktima. Razdvajanje 
komponenata je vršeno iz etanolnih ekstrakata biljaka i hidrolizata, pripremljenih kao što je 
opisano u poglavlju 3.2.5. Na slici 4.1. je prikazan hromatogram smeše standarda na 280, 330 
i 350 nm.  
 Redosled eluiranja komponenti pri opisanim hromatografskim uslovima je: galna 
kiselina, protokatehinska kiselina, kafena kiselina, vanilinska kiselina, hlorogenska kiselina, 
siringična kiselina, ferulna kiselina, rutin, miricetin, ruzmarinska kiselina, trans-cimetna 
kiselina, kvercetin, naringenin, luteolin, kemferol, apigenin i aloe-emodin. Razdvajanje ovih 
komponenti je postignuto za 22 min.   
Identifikacija slobodnih fenolnih kiselina i aglikona u ekstraktima i hidrolizatima je 
vršena na osnovu poređenja retencionih vremena i spektara, na  280, 330 i 350 nm sa 
odgovarajućim vrednostima dobijenim za standard (Slika 4.2.). Na slikama 4.3.-4.5. u Prilogu 
dati su apsorpcioni spektri ostalih kvantifikovanih jedinjenja. 
 Kvantifikacija je vršena metodom eksternog standarda, pri čemu je za svako dostupno 
jedinjenje konstruisana kalibarciona kriva u četiri tačke. Stepen linearnosti konstruisanih 
krivih je bio izuzetno velik (R2 > 0,9995).  
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Slika 4.1. Hromatogram smeše standarda: A-na 280 nm, B-330 nm i C-350 nm. Redosled 
eluiranja jedinjenja:1-galna kiselina, 2- protokatehinska kiselina, 3-kafena kiselina, 4-
vanilinska kiselina, 5-hlorogenska kiselina, 6-siringična kiselina, 7-ferulna kiselina, 8-rutin, 9-
miricetin, 10-ruzmarinska kiselina, 11- trans-cimetna kiselina, 12-kvercetin, 13-naringenin, 
14-luteolin, 15-kemferol, 16-apigenin i 17-aloe-emodin 
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Slika 4.2. Primeri preklapanja spektara standarda i uzorka:1
kima), 2-ruzmarinske kiseline (nehidrolizovani ekstrakt mente), 3
(hidrolizovani ekstrakt krušine), 4
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naringenina. Taj problem smo prevazišli njihovim određivanjem na 330 nm, gde su i oni 
uspešno razdvojeni i detektovani.  
U tabelama 4.6. i 4.7. su prikazani rezultati kvantitativnog sastava fenolnih jedinjenja 
u etanolnim ekstraktima, pre i nakon hidrolize.  
4.1.4.1  HPLC analiza etanolnog ekstrakta pitome nane 
U etanolnom ekstraktu pitome nane utvrđeno je i kvantifikovano prisustvo kafene 
kiseline, hlorogenske kiseline, rutina, ruzmarinske kiseline, kao i slobodnih aglikona: 
kvercetina, naringenina, luteolina i apigenina. U poređenju sa ostalim kvantifikovanim 
jedinjenjima, svojim sadržajem se ističe ruzmarinska kiselina. Nakon hidrolize (Tabela 4.7.), 
dolazi do porasta u sadržaju svih pomenutih jedinjenja usled raskidanja glikozidnih veza, 
osim u slučaju kafene kiseline, koja se verovatno delimično degradira pri primenjenim 
eksperimentalnim uslovima hidrolize. 
 Poznato je da vrste roda Mentha sadrže širok spektar fenolnih jedinjenja uključujući 
fenil propanoide (Guédon i sar., 1994; Triantaphyllou i sar., 2001; Areias i sar., 2001), kao i 
flavonoide u formi aglikona, glikozida i acilovanih derivata (Voirin i Bayet 1992; Voirin i 
sar., 1994). Najznačajnije fenolne komponente pitome nane su eriocitrin (eriodiktol-7-O-
rutinosid), luteolin-7-O-glukozid i ruzmarinska kiselina (Dorman i sar., 2003). Areias i sar.  
(2001) je pronašao da su najzastupljenije komponente u vodenom ekstraktu pitome nane 
glikozid eriocitrin i ruzmarinska kiselina, koji čine od 59-67% ukupnih fenola. Triantaphyllou 
i sar. (2001) je saopštio da vodeni ekstrakt pitome nane sadrži vezane fenolne kiseline,  
slobodnu ruzmarinsku kiselinu, kao i 3- i 5- glikozide flavonoida. 
 Naši rezultati su u saglanosti sa rezultatima navedenih autora. Na hromatogramu  
etanolnog ekstrakta pitome nane pre hidrolize (Slika 4.6.) se jasno uočava izraženi pik 
ruzmarinske kiseline, dok eriocitrin i ostale glikozide u ekstraktu nismo mogli da 
kvantifikujemo, usled nedostatka odgovarajućih standarda. 
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             Slika 4.6. Hromatogram etanolnog ekstrakta pitome nane. 
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Tabela 4.6. Sadržaj fenolnih jedinjenja u etanolnim ekstraktima, izražen u mg/g ekstrakta. 
 
 
 List pitome nane 
 
Kora krušine List breze Plod kima Plod peršuna Vitalplant®  
galna kiselina - 0,203 ± 0,011  0,175 ± 0,024 - 0,248 ± 0,009 0,233 ± 0,013 
protokatehinska kiselina - 0,507 ± 0,020 0,284 ± 0,021 0,108 ± 0,007 0,106 ± 0,012 0,438 ± 0,025 
kafena kiselina 1,86 ± 0,033 1,14 ± 0,040 0,634 ± 0,042 2,10 ± 0,460 0,283 ± 0,029 0,768 ± 0,020 
vanilinska 
kiselina - 1,53 ± 0,012 - - - - 
hlorogenska kiselina 0,73 ± 0,017 0,328 ± 0,008 0,390 ± 0,012 0,152 ± 0,012 - 0,241 ± 0,018 
siringična kiselina - 1,17 ± 0,020 - - - 0,516 ± 0,011 
ferulna kiselina - - 0,247 ± 0,029 - - 0,547 ± 0,016 
rutin 2,18 ± 0,500 - 1,24 ± 0,040 1,21 ± 0,105 - 0,926 ± 0,011 
miricetin - - -            - - - 
ruzmarinska kiselina 12,4 ± 0,92 - - 0,164 ± 0,025 - 5,69 ± 0,023 
trans-cimetna kiselina - - - - 0,087 ± 0,002 - 
kvercetin 0,843 ± 0,022 - - - - 3,43 ± 0,120 
naringenin 1,46  ± 0,230 - - - - - 
luteolin 3,58 ± 0,181 - - - 0,549 ± 0,013 0,797 ± 0,054 
kemferol - - - - 0,356 ± 0,011 - 
apigenin 0,445 ± 0,019 - 0,288 ± 0,010 - 0,291 ± 0,047 1,96 ± 0,012 
aloe-emodin - 1,23 ± 0,011 - - - 1,03 ± 0,012 
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Tabela 4.7. Sadržaj fenolnih jedinjenja u etanolnim ekstraktima nakon hidrolize, izražen u mg/g ekstrakta. 
 
 
 List pitome nane 
 
Kora krušine List breze Plod kima Plod peršuna Vitalplant®  
galna kiselina - 0,156 ± 0,021 18,2 ± 0,385 - 11,6 ± 0,452 0,284 ± 0,002 
protokatehinska kiselina - 0,845 ± 0,011 0,839 ± 0,112 - 0,466 ± 0,021 1,25 ± 0,010 
kafena kiselina 0,914 ± 0,05 2,26 ± 0,012 0,576 ± 0,030 1,54 ± 0,260 2,26 ± 0,130 1,34 ± 0,012 
vanilinska kiselina - - -  - - - 
hlorogenska kiselina 1,66 ± 0,29 0,353 ± 0,021 0,295 ± 0,026 1,32 ± 0,032 - 0,885 ± 0,050 
siringična kiselina - 1,47 ± 0,102 - - - - 
ferulna kiselina - 0,886 ± 0,021 0,655 ± 0,022 0,52 ± 0,017 - 0,677 ± 0,020 
rutin - - - - - - 
miricetin 5,37 ± 0,380 0,723 ± 0,012 6,02 ± 0,320 - - 1,37 ± 0,017  
ruzmarinska kiselina 17,5 ± 0,970 - - 0,200 ± 0,085 - 4,93 ± 0,062 
trans-cimetna kiselina - - - - 0,155 ± 0,008 -  
kvercetin 14,9 ± 0,954 1,68 ± 0,020 7,43 ± 0,348 4,36 ± 0,025 0,817 ± 0,011 4,21± 0,050  
naringenin 3,56± 0,220 5,00 ± 0,210 - - - - 
luteolin 13,6 ± 0,281 2,32 ± 0,120 - - 0,559 ± 0,019 4,57 ± 0,062 
kemferol - - 0,643 ± 0,027 6,33 ± 0,213 2,99 ± 0,026 1,06 ±0,032 
apigenin 3,56 ± 0,26 1,97 ± 0,080 0,667 ± 0,060 - 5,02 ± 0,012 6,49 ± 0,012 
aloe-emodin 
- 
3,48 ± 
0,240 - - - 2,21± 0,20 
Σ 61,1 21,2 27,9 14,3 23,9 29,3 
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4.1.4.2  HPLC analiza etanolnog ekstrakta krušine 
U etanolnom ekstraktu krušine identifikovana su i kvantifikovana sledeća jedinjenja: 
galna kiselina, protokatehinska kiselina, kafena kiselina, vanilinska kiselina, hlorogenska 
kiselina, siringična kiselina, kao i aloe-emodin. Nakon hidrolize, utvrđeno je i prisustvo 
ferulne kiseline, miricetina, kvercetina, naringenina, luteolina i apigenina. Usled hidrolize, 
dolazi do porasta sadržaja svih jedinjenja, osim u slučaju galne i vanilinske kiseline, čije se 
prisustvo nakon hidrolize nije moglo detektovati. Hromatogrami ekstrakta krušine pre i nakon 
hidrolize prikazani su u Prilogu (Slika 4.7.). 
 Poznato je da su antrahinoni i njihovi glikozidi glavni konstituenti kore krušine. 
Obzirom na veliki farmakološki značaj ove biljke, njihov sastav je relativno dobro proučen 
(Gao i sar., 2009) . Najznačajniji antrahinoni krušine su: emodin, rein, hrizofanol i aloe-
emodin, kao i njihovi glikozidi, pri čemu frangulin A (emodin-6-O-ramnozid) i frangulin B  
(emodin-6-O-apiozid) čine najzastupljenije komponente. Osim toga, saopšteno je da frangula 
sadrži i diantrone, flavonoide i tanine (Bradley, 1992; Wichtl i Bisset, 1994; Newall i sar., 
1996; ESCOP, 1997). 
4.1.4.3  HPLC analiza etanolnog ekstrakta breze 
 U etanolnom ekstraktu lista breze kvantitativno su određena sledeća jedinjenja: galna 
kiselina, protokatehinska kiselina, kafena kiselina, hlorogenska kiselina, ferulna kiselina, rutin 
i apigenin. Nakon hidrolize utvrđeno je prisustvo i miricetina, kvercetina, kemferola, kao i 
porast u sadržaju apigenina. Povećanje u sadžaju jedinjenja usled hidrolize je uočeno i u 
slučaju galne kiseline, kao i protokatehinske kiseline, dok je do smanjenje sadržaja,  kao i u 
slučaju pitome nane došlo kod kafene kiseline. Nakon hidrolize neznatno je smanjen i sadržaj 
hlorogenske kiseline. Veliko povećanje u sadržaju galne kiseline nakon hidrolize se može 
objasniti hidrolizom galotanina. Hromatogrami ekstrakta breze pre i nakon hidrolize prikazani 
su u Prilogu (Slika 4.8.). 
Analizom fenolnog sastava ekstrakata breze do sada  je utvrđeno postojanje sledećih 
fenolnih jedinjenja: kvercetin 3-rutinozida (rutina), kvercetin 3-galaktozida (hiperina), 
kvercetin 3-glukuronida, kvercetin 3-arabinopiranozida, kvercetin 3-arabinofuranozida,  
kvercetin 3-ramnozida i miricetin 3-galaktozida (Dallenbach-Tölke i sar., 1986). Prisustvo 
miricetin 3-digalaktozida, metilovanih flavona (acacetina i apigenin 7,4‘-dimetil etra), kao i 
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različitih fenolnih kiselina je takođe poznato (Hänsel and Hörhammer, 1954; Pawlowska, 
1980). Ossipov i sar. (1996) su osim hlorogenske, neo hlorogenske, galne (+) katehina, 
glikozida kvercetina i miricetina utvrdili i prisustvo niza drugih niskomolekularnih fenola. 
4.1.4.4  HPLC analiza etanolnog ekstrakta kima 
 Naši rezultati ispitivanja etanolnog ekstrakta kima su ukazali na prisustvo 
protokatehinske kiseline, kafene, hlorogenske, rutina i ruzmarinske kiseline, čiji je sadržaj 
kvantifikovan. Nakon hidrolize protokatehinska kiselina nije detektovana, dok je sadržaj 
kafene kiseline smanjen, kao i u slučaju nane i breze. Hromatogrami ekstrakta kima pre i 
nakon hidrolize prikazani su u Prilogu (Slika 4.9.). 
 Kvantifikovane količine kemferola i kvercetina su u skladu sa literaturnim podacima, 
gde je navedeno da su najzastupljenije fenolne komponente kima glikozidi kemferola i 
kvercetina (Suhaj i sar., 2006). Wojdyło i sar. (2007) su kvantitativnom analizom kima, nakon 
enzimske hidrolize,  identifikovali kafenu kiselinu, neohlorogensku kiselinu,  ferulnu kiselinu 
i izoramnetin kao glavne fenolne komponente. 
4.1.4.5  HPLC analiza etanolnog ekstrakta peršuna 
Kvantitativnom analizom sastava fenolnih jedinjenja etanolnog ekstrakta peršuna 
utvrdili smo prisustvo: galne kiseline, protokatehinske kiseline, kafene kiseline, trans-cimetne 
kiseline, luteolina, kemferola i apigenina. Nakon hidrolize, utvrđeno je i prisustvo 
kverecetina, kao i porast u sadržaju svih ispitanih komponenti, a naručito apigenina. Porast u 
sadržaju galne kiseline nakon hidrolize se može objasniti hidrolizom galotanina, kao i u 
slučaju breze. Hromatogrami ekstrakta peršuna pre i nakon hidrolize prikazani su u Prilogu 
(Slika 4.10.). 
Sakakibara i sar. (2003) su utvrili da su glavne fenolne komponente peršuna apigenin i 
kemferol glikozidi, što je u saglasnosti sa našim rezultatima. Shan i sar. (2005) su saopštili da 
su glavne fenolne komponente peršuna apigenin, kafena, p-kumarinska  i ferulna kiselina, pri 
čemu prisustvo kemferola nisu detektovali. 
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4.1.4.6  HPLC analiza etanolnog ekstrakta komercijalnog preparata Vitalplant® 
 Analizom biljne mešavine Vitalplant®  utvrđeno je prisustvo velikog broja jedinjenja,  
čije je prisustvo dokazano u pojedinačnim biljnim komponentama (Tabele 4.6. i 4.7.).  
 
 
Slika 4.11. Hromatogrami etanolnog ekstrakta komercijalnog preparata Vitalplant® na 280 
nm, A-pre hidrolize i B-nakon hidrolize. 
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Imajući u vidu kompleksnost smeše, komponente prisutne u suviše niskim 
koncentracijama je bilo teško kvantifikovati. Na slici 4.11. je prikazan hromatogram mešavine 
Vitalplant®  pre i nakon hidrolize. 
Obzirom na limitirani broj dostupnih standarda, ukupan sadržaj fenola je određen 
izražavanjem ukupne površine pikova na 280 nm i 350 nm, preko ekvivalenata galne kiseline, 
odnosno rutina.  
Na slici 4.12. su prikazani rezultati određivanja ukupnih fenola spektrofotometrijski u 
ekvivalentima galne kiseline, kao suma svih kvantifikovanih jedinjenja određenih HPLC 
metodom  (Tabela 4.7.), na osnovu ukupne površine pikova  HPLC određivanja na 280 nm 
koja je izražena u ekvivalentima galne kiseline i na osnovu ukupne površine pikova HPLC 
određivanja na 350 nm izražene u ekvivalentima rutina. 
 
 
Slika 4.12. Rezultati određivanja ukupnih fenola: spektrofotometrijski u ekvivalentima galne 
kiseline; kao suma svih kvantifikovanih jedinjenja određenih HPLC metodom; na osnovu 
ukupne površine pikova  HPLC određivanja na 280 nm koja je izražena u ekvivalentima galne 
kiseline; na osnovu ukupne površine pikova HPLC određivanja na 350 nm izražene u 
ekvivalentima rutina. 
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Poređenjem ukupnog sadržaja fenola dobijenih spektrofotometrijski i HPLC metodom 
u ekvivalentima galne kiseline dobijaju se uporedive vrednosti, istog reda veličine iako 
korelacija nije signifikantna za p<0,05. Mandić i sar. (2005) su poređenjem rezultata 
određivanja sadržaja fenola u ekstraktima semenki grožđa, na identičan način, dobili 
signifikanto značajnu pozitivnu korelaciju između serija podataka, ali su sve vrednosti 
dobijene spektrofotometrijski bile 6 puta veće od rezultata HPLC određivanja. Rezultati 
HPLC određivanja u ekvivalentima rutina, u značajnoj su korelaciji sa sumom 
kvantifikovanih jedinjenjima određenih HPLC metodom (r=0,88; p<0,05). 
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4.2 ANTIOKSIDANTNA AKTIVNOST ETANOLNIH 
EKSTRAKATA ISPITIVANIH BILJNIH DROGA 
4.2.1 ESR spektralna analiza uticaja biljnih ekstrakata na 
stvaranje i transformaciju superoksid anjon radikala 
U cilju određivanja "skevindžer" aktivnosti biljnih ekstrakata na superoksid anjon 
radikale, O2˙ su generisani u sistemu K2O / 18-kraun-6-etar. Nestabilni O2˙  radikali u 
prisustvu "spin trapa" DMPO formiraju stabilne nitroksid radikale, odnosno DMPO-OOH      
"spin adukte", sledećim reakcionim mehanizmom: 
 
+
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3HC
3HC
C +            O2-
.
+ H+
N
O.
CH22HC
3HC
3HC
C C
H
OOH
 
 
Na slici 4.13. prikazan je spektar DMPO-OOH "spin adukta" slepe probe nastalog u 
sistemu K2O/18-kraun-6-etar. 
Nastajanje DMPO-OOH "spin adukta" u ispitivanom model sistemu je potvrđeno 
izračunatim konstantama hiperfinog cepanja  aN=14,3 G, aHβ= 11,7 G i aHγ=1,26 G.  
Poređenjem intenziteta ESR signala DMPO-OOH "spin adukata" slepe probe i 
uzoraka, utvrđeno je da pripremljeni etanolni ekstrakti u opsegu ispitivanih masenih 
koncentracija, od 0,001 do 2,00 mg/ml, imaju inhibitorni efekat na stvaranje O2˙ ili učestvuju 
u njihovoj transformaciji (Slika 4.14.). Ovo se zaključuje na osnovu smanjenja intenziteta 
ESR signala DMPO-OOH "spin adukta" u njihovom prisustvu.  
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Slika 4.13. ESR spektar DMPO-OOH "spin adukta" slepe probe nastalog u sistemu K2O / 18-
kruna-6-etar. 
Dodatak ekstrakata u masenoj koncentraciji 0,001 mg/ml, kod svih ispitanih uzoraka 
je nedovoljan da izazove inhibitorni efekat na stvaranje O2˙  radikala, dok su svi ekstrakti 
primenjeni u koncentraciji od  2,00 mg/ml izvršili potpunu inhibiciju stvaranja DMPO-OOH 
"spin adukta", odnosno ispoljili SAo2˙- od 100%. Pri masenoj koncentraciji od 1,50 mg/ml, 
ekstrakti pitome nane, preparata Vitalplant®  i breze su takođe pokazali inhibitorni efekat od 
100%.  
Izračunate vrednosti IC50 (mg/ml), u odnosu na ekstrakt (mg ekstrakta/ml) i u odnosu 
na polazni biljni materijal (mg biljnog materijala/ml), za ispitane biljne ekstrakte prikazane su 
u tabeli 4.8. Najmanju IC50 vrednost, odnosno najveću aktivnost u ovom testu, pokazao je 
ekstrakt pitome nane. Statistički značajna razlika između ekstrakta pitom nane, ekstrakta 
breze i komercijalnog preparata Vitalplant® nije utvrđena. Najmanju aktivnost u ovom testu je 
pokazao uzorak peršuna. 
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superoksid anjon radikale primenom ESR spektroskopije,  pri čemu su ustanovili da  kim 
poseduje relativno slabu aktivnost u odnosu na biljke familije Lamiaceae. 
Tabela 4.8. "Skevindžer" aktivnost etanolnih ekstrakata na superoksid anjon radikale, 
izražena preko IC50 vrednosti, u odnosu na ekstrakt (mg ekstrakta/ml) i u odnosu na polazni 
biljni materijal (mg biljnog materijala/ml). 
Uzorak ekstrakt biljni materijal 
  IC50 (mg/ml) IC50 (mg/ml)  
List pitome nane 0,016 ± 0,009a 0,094 ± 0,054 a 
Kora krušine 0,177 ± 0,001b  0,804 ± 0,006 a  
List breze 0,049 ± 0,004a 0,186 ± 0,015 a 
Plod kima 0,752 ± 0,008c 3,86 ± 0,043 b 
Plod peršuna  0,840 ± 0,051d 7,76 ± 0,990c 
Vitalplant®   0,041 ± 0,005a 0,201 ± 0,068a 
                     Brojevi označeni različitim slovima (a, b) u koloni se signifikantno razlikuju  
                 kada se koristi Duncan-ov test višestrukih intervala, p<0,05. 
4.2.2 ESR spektralna analiza uticaja biljnih ekstrakata na 
stvaranje i transformaciju  hidroksil radikala (SAOH) 
 U cilju određivanja "skevindžer" aktivnosti biljnih ekstrakata na slobodne hidroksil 
radikale, pripremljen je Fentonov reakcioni sistem za njihovo generisanje: 
 
Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + ˙OH + OH- 
 
 Nastali reaktivni •OH radikali u prisustvu "spin trapa" DMPO formiraju stabilne 
nitroksid radikale, odnosno DMPO-OH  "spin adukte", sledećim reakcionim mehanizmom: 
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 Na slici 4.15. prikazan je spektar DMPO-OH "spin adukta" slepe probe nastalog u 
Fentonovom model sistemu. 
 
Slika 4.15. ESR spektar spektar DMPO-OH "spin adukta" slepe probe nastalog u 
Fentonovom model sistemu. 
 Hiperfina struktura je predstavljena sa četiri linije relativnog inteziteta 1:2:2:1 i istih 
konstanti hiperfinog cepanja za jedan 14N-atom (I=1) aN=14,9 G i za jedan 1H-atom (I=1/2) 
aH=14,9 G. 
Poređenjem intenziteta ESR signala DMPO-OH "spin adukata" slepe probe i uzoraka, 
utvrđeno je da pripremljeni etanolni ekstrakti u opsegu ispitivanih masenih koncentracija, od 
0,005 do 0,200 mg/ml, imaju inhibitorni efekat na stvaranje ˙OH ili učestvuju u njihovoj 
transformaciji (Slika 4.16.), što se zaključuje na osnovu smanjenja intenziteta ESR signala 
DMPO-OH "spin adukta" u njihovom prisustvu.  
Dodatak ekstrakata masene koncentracije 0,005 mg/ml, kod svih ispitanih uzoraka je 
nedovoljan da izazove inhibitorni efekat na stvaranje ˙OH radikala, dok su svi ekstrakti 
primenjeni u koncentraciji od  0,200 mg/ml izvršili potpunu inhibiciju stvaranja DMPO-OH 
"spin adukta", odnosno ispoljili SAOH od 100%. Pri masenoj koncentraciji od 0,150 mg/ml svi 
uzorci, osim ekstrakta krušine, su takođe pokazali inhibitorni efekat od 100%. U ovom testu 
krušina je uzorak koji je i pri svim ostalim koncentracijama pokazao najslabiju aktivnost. 
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Slika 4.16. Antioksidantna aktivnost etanolnih ekstrakata na hidroksil radikal, u 
koncentracionom opsegu od 0,005-0,200 mg ekstrakta/ml. 
Izračunate vrednosti IC50 (mg/ml) u odnosu na ekstrakt (mg ekstrakta/ml) i u odnosu 
na polazni biljni materijal (mg biljnog materijala/ml) prikazane su u tabeli 4.9. Najveću 
aktivnost u ovom testu, u odnosu na ekstrakt, imao je uzorak kima, dok je uzorak breze, na 
nivou polaznog biljnog materijala, imao najveću aktivnost.  
Statistički parametri ukazuju na to da između uzoraka pitome nane, breze, kima i 
komercijalnog preparata Vitalplant® ne postoje značajne razlike, kako u odnosu na ekstrakt 
tako i u odnosu na polazni biljni materijal.  
Interesantna činjenica je visoka aktivnost biljne mešavine Vitalplant®, koja je na nivou 
ekstrakta odmah iza uzorka kima. Dobijena veća aktivnost ovog uzorka, od one koja bi se 
mogla očekivati kada se uzme u obzir sastav smeše, se može pripisati sinergističkom 
delovanju komponenti koje potiču od različitih biljaka.  
Ćetković i sar., 2008 su ispitivali "skevindžer" aktivnost tropa jabuke na hidroksil 
radikale, i ustanovili značajnu pozitivnu korelaciju između sadržaja rutina i SAOH. Madsen i 
sar. 1996 su dokazali SAOH biljaka familije Lamiaceae, pri čemu, kao ni mi, nisu pronašli 
pozitivnu korelaciju dobijenih rezultata sa sadržajem ukupnih fenola. Rice-Evans i sar., 1996 
su dokazali da inhibitorni efekat fenolnih  kiselina zavisi od broja hidroksilnih grupa u 
molekulu. Fenolne kiseline sa o-dihidroksi grupama, kao što su hlorogenska i kafena, 
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doprinose višim vrednostima SAOH. Flavonoidi sa o-dihidroksi grupama u prstenu B, i 3-OH 
grupom u prstenu C i/ili 5-OH grupom u prstenu A sa 4-okso funkcionalnom grupom u  C 
prstenu flavonola, i fenolne kiseline sa o-dihidroksi strukturom mogu ispoljiti svoju 
antioksidantnu aktivnost heliranjem metala tokom Fentonove reakcije (Morel i sar., 1994). 
Tabela 4.9. "Skevindžer" aktivnost etanolnih ekstrakata biljaka na hidroksil radikale, izražena 
preko IC50 vrednosti, u odnosu na ekstrakt (mg ekstrakta/ml) i u odnosu na polazni biljni 
materijal (mg biljnog materijala/ml). 
Uzorak ekstrakt biljni materijal 
  IC50(mg /ml) IC50(mg/ml)  
List pitome nane 0,026 ± 0,003 a 0,145 ± 0,022 a 
Kora krušine 0,080 ± 0,006 c 0,365 ± 0,027 b  
List breze 0,021 ± 0,000 a 0,081 ± 0,001 a 
Plod kima 0,016 ± 0,001 a 0,084 ± 0,003 a 
Plod peršuna  0,043 ± 0,010 b 0,371 ± 0,081 b 
Vitalplant®   0,019 ± 0,001 a 0,110 ± 0,008 a 
                     Brojevi označeni različitim slovima (a, b) u koloni se signifikantno razlikuju  
                 kada se koristi Duncan-ov test višestrukih intervala, p<0,05. 
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4.2.3 "Skevindžer" aktivnost na DPPH˙ radikale 
Metoda na DPPH˙ radikale se široko primenjuje pri određivanju "skevindžer"  
aktivnosti prema dugoživećim radikalima. Antioksidanti reaguju sa stabilnim DPPH˙ 
radikalima i transformišu ih u 1,1-difenil-2-(2,4,6-trinitrofenil)-hidrazin. Nivo dekoloracije 
rastvora DPPH˙ radikala ukazuje na "skevindžer" potencijal antioksidantnih jedinjenja (Liu i 
sar., 2004). 
U cilju određivanja "skevindžer" aktivnosti na DPPH˙ radikale, etanolni ekstrakati su 
razblaženi metanolom tako da je svaki pripremljen u četiri masene koncentracije u opsegu od 
0,03 do 1,00 mg ekstrakta/ml. Kao referentne supstance u ovom testu su korišćeni etanolni 
rastvori komercijalnih antioksidanata BHT-a i α-tokoferola, pri koncentraciji od 0,100 mg/ml. 
U svim ispitanim uzorcima sa porastom koncentracije povećava se "skevindžer"  
aktivnost. Dobijena je linearna zavisnost između koncentracije i "skevindžer"  aktivnosti na 
DPPH· radikal, u ispitanom koncentracionom opsegu (Tabela 4.10.).  
Tabela 4.10. Jednačine linearne zavisnosti "skevindžer" aktivnosti na DPPH˙ radikale 
(%RSC) i masene koncentracije (c)  netretiranih i termički tretiranih ekstrakata. 
 
Uzorak netretiran ekstrakt termički tretiran ekstrakt 
jednačina prave koeficijent 
linearnosti 
(R2) 
jednačina prave koeficijent 
linearnosti 
(R2) 
List pitome nane y=327,5x-6,5809 0,9999 y=346,15x-7,4446 0,9999 
Kora krušine y=40,071x+1,0671 0,9989 y=46,919x+0,9517 0,9965 
List breze y=81,338x-1,4422 0,9992 y=88,864x-3,7443 0,9938 
Plod kima y=24,148x-0,7284 0,9953 y=28,146x-1,7965 0,993 
Plod peršuna  y=9,3145x+0,3415 0,9968 y=10,94x-2,3912 0,9992 
Vitalplant®   y=55,529x-0,2674 0,9999 y=59,443x+0,3266 0,9994 
 
U cilju poređenja ekstrakata za svaki je izračunata IC50  vrednost, a rezultati su 
predstavljeni u tabeli 4.11.  
Najmanje IC50 vrednosti su dobijene za etanolni ekstrakt pitome nane, koje ukazuju na 
najveću "skevindžer"  aktivnost u ovom testu, dok su najveće vrednosti dobijene za ekstrakte 
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peršuna. U poređenju sa komercijalnim antioksidantima, za koje su dobijene vrednost 
"skevindžer"  aktivnosti na DPPH˙ radikale od 74,6% i 78,1%,  svi ispitani ekstrakti imaju 
nižu "skevindžer"  aktivnost. 
Uvažavajući rezultate Duncan-ovog testa višestrukih intervala, jasno se uočavaju 
značajne razlike u "skevindžer"  aktivnosti između ispitanih biljaka. Statistički podaci ukazuju 
i na to da termički tretman ne dovodi do smanjenja "skevindžer"  aktivnosti.  
Tabela 4.11. "Skevindžer" aktivnost biljnih etanolnih ekstrakata na DPPH· radikale, izražena 
preko IC50 vrednosti. 
Uzorak 
DPPH˙ aktivnost ekstrakta 
netretiran termički tretiran 
IC50 (mg/ml) ± SD IC50 (mg/ml) ± SD 
List pitome nane 0,172 ± 0,002b 0,167 ± 0,003b 
Kora krušine 1,18 ± 0,210c 0,920 ± 0,180ac 
List breze 0,632 ± 0,005ab 0,580 ± 0,016ab 
Plod kima 2,06 ± 0,137d 1,82 ± 0,045d 
Plod peršuna  4,65 ± 0,820e 4,79 ± 0,005e 
Vitalplant®   0,893 ± 0,022ac 0,792 ± 0,076ac 
                 Brojevi označeni različitim slovima (a, b) u koloni se signifikantno razlikuju 
                            kada se koristi Duncan-ov test višestrukih intervala, p<0,05. 
 
 Preračunavanjem dobijenih vrednosti na biljni materijal (Tabela 4.12.), jedino se 
ekstrakti kima i peršuna statistički razlikuju u odnosu na ostale uzorke.  
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Tabela 4.12. "Skevindžer" aktivnost biljnih etanolnih ekstrakata na DPPH· radikale, 
preračunata na biljni uzorak, izražena preko IC50 vrednosti. 
 
Uzorak 
DPPH˙ aktivnost biljnog uzorka 
netretiran termički tretiran 
IC50 (mg/ml) ± SD IC50 (mg/ml) ± SD 
List pitome nane 0,997 ± 0,010a 0,969 ± 0,015a 
Kora krušine 5,358 ± 0,954a 4,175 ± 0,820a 
List breze 2,42 ± 0,019a 2,226 ± 0,062a 
Plod kima 10,6 ± 0,703b 9,36 ± 0,229b 
Plod peršuna  40,0 ± 7,05c 39,59 ± 2,776c 
Vitalplant®   5,156 ± 0,130a 4,57 ± 0,44a 
                                  Brojevi označeni različitim slovima (a, b) u koloni se signifikantno razlikuju  
                            kada se koristi Duncan-ov test višestrukih intervala, p<0,05. 
 
 
Statističkom analizom dobijenih rezultata, ustanovili smo i značajnu pozitivnu 
korelaciju između sadržaja ukupnih flavonoida i "skevindžer" aktivnosti na DPPH˙ radikale 
(r=0,94; p<0,05), kao i između "skevindžer" aktivnosti na superoksid anjon radikala i 
"skevindžer" aktivnosti na DPPH˙ radikale (r=0,94; p<0,89). Korelacija između sadržaja 
ukupnih fenola i "skevindžer" aktivnosti na DPPH˙ radikale je bila pozitivna, ali ne i 
statistički značajna. Veliki broj autora je korelacijom pomenutih parametara utvrdio statistički 
značajnu pozitivnu zavisnost, prilikom ispitivanja različitih biljnih uzoraka (Dorman i sar., 
2003; Dorman i sar., 2004; Miliauskas i sar., 2004).  
Fenglin i sar. (2004) su objavili rezultate ispitivanja "skevindžer" aktivnosti na DPPH˙ 
radikale  vodeno-metanolnih ekstrakata za preko 300 lekovitih biljaka. Od toga su za 56 
ispitanih uzoraka dobili IC50 vrednosti ispod 0,500 mg uzorka/ml ekstragensa. Pomenuti 
autori "skevindžer" aktivnost na DPPH˙· radikale biljaka pripisuju prisutnim flavonoidima i 
taninima u ekstraktu. Chen i sar. (2004) su pronašli da su hlorogenska i kafena kiselina 
najaktivnije uklanjaju DPPH˙ radikale kod čička, kao i to da je njihova aktivnost u istom testu 
približno ista, a veća od aktivnosti α-tokoferola. Ovi autori su ustanovili i neznatno smanjenje 
"skevindžer" aktivnosti na DPPH˙ radikale prilikom termičkog tretmana, koje pripisuju 
degradaciji hlorogenske kiseline.  
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4.2.4  Fe3+/Fe2+ redoks kapacitet (FRAP) 
Redoks aktivnost se često koristi u cilju ispitivanja elektron-donorskog kapaciteta 
antioksidanata, kao jednog od najznačajnijih mehanizama njihovog delovanja (Yildirim i sar., 
2001). 
U cilju određivanja redoks kapaciteta, kao i kod ispitivanja "skevindžer" aktivnosti na 
DPPH˙ radikal etanolni ekstrakati su razblaženi, tako da je svaki pripremljen u četiri 
koncentracije u opsegu od 0,030 do 10,0 mg ekstrakta/ml. Kao referentna supstanca, sintetički 
antioksidant BHT je takođe testiran u četiri koncentracije u koncentracionom opsegu od 0,005 
do 0,200 mg/ml. 
U svim ispitanim uzorcima sa porastom koncentracije povećava se apsorbancija na 
700 nm, odnosno redoks kapacitet. U ispitanom koncentracionom opsegu je dobijena linearna 
zavisnost između koncentracije i redoks kapaciteta, (Tabela 4.13.).  
U cilju poređenja rezultata, korišćenjem jednačina linearne regresije izračunate su IC50 
vrednosti za svaki ekstrakt, a rezultati su predstavljeni u tabeli 4.14.  
Najmanju IC50 vrednost ekstrakta, odnosno najveći redoks kapacitet, pokazali su 
uzorci pitome nane., kao i kod ispitivanja "skevindžer" aktivnosti na DPPH˙ radikal. Osim 
navedenog, poredak uzoraka je gotovo identičan kao i u testu na DPPH˙ radikal, sa tom 
razlikom što su u ovom testu ekstrakti peršuna bili aktivniji od uzoraka kima.  
U poređenju sa IC50 vrednošću dobijenoj za BHT (0,120 ± 0,006 mg/ml), svi ekstrakti 
su pokazali niži redoks kapacitet. 
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Tabela 4.13. Jednačine linearne zavisnosti redoks kapaciteta i masene koncentracije (c)  
netretiranih i termički tretiranih ekstrakata. 
Uzorak netretiran ekstrakt termički tretiran ekstrakt 
jednačina prave koeficijent 
linearnosti 
(R2) 
jednačina prave koeficijent 
linearnosti 
(R2) 
List pitome nane y=0,7388+0,0461 0,9994 y=0,7273x+0,0484 0,9999 
Kora krušine y=0,2361x+0,0411 0,9970 y=0,2453x+0,0381 0,9962 
List breze y=0,4131x-0,0534 0,9983 y=0,4369x-0,0704 0,9999 
Plod kima y=0,0887x+0,0311 0,9980 y=0,101x+0,023 0,9934 
Plod peršuna  y=0,1038x+0,0086 0,9995 y=0,1085x+0,015 0,9997 
Vitalplant®   y=0,3352x+0,0287 0,9964 y=0,3365x+0,0312 0,9970 
  
Uvažavajući rezultate Duncan-ovog testa višestrukih intervala, jasno se uočavaju 
značajne razlike između redoks kapaciteta ispitanih uzoraka, sa izuzetkom ekstrakata breze i 
Vitalplant®  koji se nisu među sobom razlikovali. Termički tretman ne dovodi do značajnih 
promena u redukcionoj aktivnosti. 
 Preračunavanjem dobijenih vrednosti na biljni materijal (Tabela 4.15.), statistički 
značajne razlike između uzoraka pitome nane, breze i Vitalplant®  ne postoje. Izražene na 
ovaj način, IC50 vrednosti imaju međusobno identičan poredak kao i kod testa na DPPH˙ 
radikale (r=0,913; p<0,05). Osim navedenog dobijeni rezultati su i u visoko značajnoj 
korelaciji sa "skevindžer" aktivnosti na superoksid anjon radikale (r=0,980; p<0,05). 
Statistički parametri takođe ukazuju i na to da je povećanje u redoks kapacitetu kod uzoraka 
kima i peršuna nakon termičkog tretmana značajno. 
  
Doktorska disertacija        Aleksandra Mišan 
 
113 
 
Tabela 4.14. Redoks kapacitet biljnih etanolnih ekstrakata, izražen preko IC50 vrednosti. 
 
Uzorak 
Redoks kapacitet biljnog ekstrakta 
netretiran termički tretiran 
IC50 (mg/ml) ± SD IC50 (mg/ml) ± SD 
List pitome nane 0,677 ± 0,108bc 0,612± 0,015b 
Kora krušine 1,76 ± 0,370d 1,69 ± 0,389d 
List breze 1,07 ± 0,028a 0,996 ± 0,021ac 
Plod kima 5,27 ± 0,034g 4,93 ± 0,187fg 
Plod peršuna  4,68 ± 0,098ef 4,38 ± 0,158e 
Vitalplant®   1,27 ± 0,257a 1,27 ± 0,224a 
                                   Brojevi označeni različitim slovima (a, b) u koloni se signifikantno razlikuju  
              kada se koristi Duncan-ov test višestrukih intervala, p<0,05. 
Tabela 4.15. Redoks kapacitet etanolnih ekstrakata biljaka, preračunat na biljni uzorak, 
izražen preko IC50 vrednosti. 
 
Uzorak 
Redoks kapacitet biljnog uzorka 
netretiran termički tretiran 
IC50 (mg/ml) ± SD IC50 (mg/ml) ± SD 
List pitome nane 3,927 ± 0,627a 3,55 ± 0,086a 
Kora krušine 7,99 ± 1,68b 7,67 ± 1,77b 
List breze 4,09 ± 0,110a 3,82 ± 0,083a 
Plod kima 27,1 ± 0,174d 25,4 ± 0,962c 
Plod peršuna  40,2 ± 0,845f 37,6 ± 1,36e 
Vitalplant®   4,88 ± 0,985a 4,89 ± 0,860a 
                    Brojevi označeni različitim slovima (a, b) u koloni se signifikantno razlikuju  
                kada se koristi  Duncan-ov test višestrukih intervala, p<0,05. 
 
Smatra se da su askorbinska kiselina, fenolne kiseline, redukovani glutation, fenolne 
kiseline i flavonoidi najznačajnije redukujuće supstance u biljnim tkivima (Meir i sar.,1995). 
Ovo je u skladu sa našim podacima, jer smo statističkom analizom dobijenih rezultata, 
ustanovili i značajnu pozitivnu korelaciju između sadržaja ukupnih fenola određenih 
spektrofotometrijski i redoks kapaciteta (r=0,94; p<0,05).  
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Dudonné i sar. (2009) su ispitivanjem antioksidantne aktivnosti 30 biljaka, različitim 
testovima, takođe ustanovili značajnu korelaciju između redoks kapaciteta i sadržaja ukupnih 
fenola određenih spektrofotometrijski.   
4.2.5  Fe2+ helataciona aktivnost 
Reakcijom ferozina sa jonima Fe2+ nastaje kompleks Fe2+-ferozin, ljubičaste boje. U 
prisustvu antioksidanta, helirajućeg agensa, nastanak kompleksa je inhibiran, što rezultira 
slabljenjem inteziteta ljubičaste boje (Hazra i sar., 2008).  
U cilju određivanja helatacione aktivnosti, kao i kod predhodna dva testa, etanolni 
ekstrakati su razblaženi, tako da je svaki pripremljen u četiri koncentracije u opsegu od 0,080 
do 2,00 mg ekstrakta/ml. Kao referentna supstanca, EDTA je testirana u šest masenih 
koncentracija, u koncentracionom opsegu od 0,003 do 0,075 mg/ml. 
U svim ispitanim uzorcima sa porastom koncentracije dolazi do smanjenja 
apsorbancije na 562 nm, odnosno povećanja helatacione aktivnosti. Dobijena je linearna 
zavisnost između koncentracije i helatacione aktivnosti, u ispitanom koncentracionom opsegu 
za sve uzorke (Tabela 4.16.).  
U cilju poređenja rezultata, korišćenjem jednačina linearne regresije izračunate su IC50 
vrednosti za svaki ekstrakt, a rezultati su predstavljeni u tabeli 4.17.  
Najveća helataciona aktivnost, odnosno najniža IC50 vrednost dobijena je za ekstrakt 
pitome nane, dok je najveća IC50 vrednost u ovom testu dobijena za ekstrakt krušine.  
Statistički gledano, ostali uzorci se međusobno ne razlikuju u velikoj meri. Iako relativno 
bliske, dobijene IC50 vrednosti su oko deset puta veće od IC50 vrednosti dobijene za EDTA 
(0,054  ± 0,002 mg/ml).  
Termički tretman kod svih ispitanih uzoraka dovodi do smanjenja helatacione 
aktivnosti, pri čemu su statistički značajne razlike između tretmana dobijene jedino za 
ekstrakt  krušine. 
  
Doktorska disertacija        Aleksandra Mišan 
 
115 
 
Tabela 4.16. Jednačine linearne zavisnosti helatacione aktivnosti i masene koncentracije (c)  
netretiranih i termički tretiranih biljnih ekstrakata. 
 
Uzorak netretiran ekstrakt termički tretiran ekstrakt 
jednačina prave koeficijent 
linearnosti 
(R2) 
jednačina prave koeficijent 
linearnosti 
(R2) 
List pitome nane y=44,888x+24,084 0,9481 y=47,219x+18,789 0,9715 
Kora krušine y=17,93x+24,647 0,9840 y=10,558x+23,15 0,8974 
List breze y=34,459x+19,635 0,9212 y=33,062x+20,156 0,9289 
Plod kima y=28,876x+16,567 0,9703 y=25,707x+16,925 0,9884 
Plod peršuna  y=75,924x+1,3045 0,9725 y=74,718x+1,9129 0,9996 
Vitalplant®   y=48,87x+0,5624 0,9967 y=38,273x+12,578 0,9860 
 
Preračunavanjem dobijenih IC50 vrednosti na masu uzorka, uzorci pitome nane i breze 
poseduju veću helatacionu aktivnost od ostalih uzoraka, koji se međusobno statistički 
značajno ne razlikuju (Tabela 4.18.).  
Tabela 4.17.  Helataciona aktivnost etanolnih ekstrakata biljaka, izražena preko IC50 
vrednosti. 
  
Uzorak 
Helataciona aktivnost ekstrakta 
netretiran termički tretiran 
IC50 (mg/ml) ± SD IC50 (mg/ml) ± SD 
List pitome nane 0,435 ± 0,180b 0,570 ± 0,095ab 
Kora krušine 1,39 ± 0,100d 2,90 ± 0,122e 
List breze 0,602 ± 0,060ab 0,650 ± 0,083ab 
Plod kima 1,05 ± 0,099acd 1,22 ± 0,077cd 
Plod peršuna  0,583 ± 0,053ab 0,702 ± 0,009abc 
Vitalplant®   0,983 ± 0,037abcd 1,05 ± 0,109acd 
  Brojevi označeni različitim slovima (a, b) u koloni se signifikantno razlikuju  
                 kada se koristi  Duncan-ov test višestrukih intervala, p<0,05. 
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Tabela 4.18. Helataciona aktivnost etanolnih ekstrakata biljaka, preračunata na biljni uzorak, 
izražena preko IC50 vrednosti 
 
Uzorak 
Helataciona aktivnost biljnog uzorka 
netretiran termički tretiran 
IC50 (mg/ml) ± SD IC50 (mg/ml) ± SD 
List pitome nane 2,52 ± 0,146b 3,30 ± 0,549bc 
Kora krušine 6,31 ± 0,454a 13,2 ± 0,373d 
List breze 2,31 ± 0,380b 2,49 ± 0,200b 
Plod kima 5,37 ± 0,507ac 6,26 ± 0,394a 
Plod peršuna  5,01 ± 0,452ac 6,03 ± 0,079a 
Vitalplant®   5,68 ± 0,214a 6,09 ± 0,627a 
             Brojevi označeni različitim slovima (a, b) u koloni se signifikantno razlikuju  
             kada se koristi  Duncan-ov test višestrukih intervala, p<0,05. 
 
Poznato je da joni Fe2+ mogu inicirati reakciju lipidne peroksidacije Fentonovom 
reakcijom (H2O2 + Fe2+ → Fe3+ + OH- + OH˙), kao i ubrzati razgradnju lipidnih peroksida, u 
pravcu stvaranja peroksi i alkoksi radikala koji dalje vrše propagaciju (Halliwell, 1991). Stoga 
se smatra se da je helatacija jedan od vrlo značajnih mehanizama antioksidantne aktivnosti 
(Duh i sar., 1999). U skladu sa navedenim, očekivalo bi se postojanje pozitivne korelacije 
između "skevindžer" aktivnosti na hidroksil radikale i helatacione aktivnosti. Naši rezultati 
ukazuju na postojanje pozitivne korelacije (r=0,54; p<0,05), ali ona nije bila statistički 
značajna. 
Smatra se da su flavonoidi najznačajnije helirajuće supstance u biljnim tkivima (Cook 
i Samman, 1996; Kessler i sar., 2003). U ovom radu pozitivna korelacija između sadržaja 
ukupnih fenola, kao i ukupnih flavonoida i helatacione aktivnosti nije nađena. Ebrahimzadeh i 
sar. (2008) takođe nisu pronašli pozitivnu korelaciju između ovih parametara, ali su kao i mi 
za ekstrakt pitome nane u svojim ispitivanjima dobili najveći sadržaj ukupnih fenola, ukupnih 
flavonoida, kao i helatacione aktivnosti. 
 Hinneburg i sar. (2006) su u okviru određivanja antioksidantne aktivnosti ekstrakata 
odabranih začina, dobijenih hidrodestilacijom, vršili i određivanje helatacione aktivnosti 
ekstrakata peršuna i kima. Dobijene vrednosti su izražene u ekvivalentima EDTA, te stoga 
kao apsolutne nisu uporedive sa našim. Pored ovog, navedeni autori su dobili oko dva puta 
veću helatacionu aktivnost ekstrakta peršuna u odnosu na aktivnost ekstrakta kima. Wong i 
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sar. (2006) su ustanovili veću helatacionu aktivnost metanolnog ekstrakta peršuna u odnosu 
na vodeni, pri čemu su obe vrednosti bile veće od vrednosti dobijene za EDTA.  
4.2.6 Antioksidantna aktivnost određena β-karoten metodom 
 Antioksidantna aktivnost (AOA) biljnih ekstrakata  je određena na osnovu oksidativne 
degradacije β-karotena u emulziji β-karoten-linolna kiselina, koja je praćena 
spektrofotometrijski i kolorimetrijski na ELISA čitaču.  
Do oksidacije β-karotena dolazi tokom slobodnoradikalske reakcije sa lipidnim 
radikalima, prilikom čega β-karoten gubi dvostruke veze, što dovodi do gubitka hromofore. 
Dodatkom antioksidanta u sistem, sprečava se apstrakcija vodonika iz dialilnih metilenskih 
grupa linolne kiseline, čime se indirektno sprečava oksidacija β-karotena (Kennedy i Liebler, 
1991; Tsuchihashi i sar., 1995; Takada i sar., 2006). 
U cilju određivanja AOA, kao i u prethodnim testovima, ekstrakti su razblaženi tako 
da su dobijene četiri koncentracije, u opsegu od 0,800 do 8,00 mg ekstrakta/ml. Rezultati su 
prikazani u Prilogu (Slika 4.17.-4.19.). Kao kontrola je korišćen rastvor butilovanog 
hidroksitoluena (BHT) koji je pripremljen takođe u četiri koncentracije (0,005-0,510 mg/ml). 
 U tabeli 4.19 su prikazane IC50 vrednosti etanolnih ekstrakata biljaka, dobijene iz 
jednačina linearne regresije, na osnovu spektrofotometrijskog određivanja AOA. 
 U ovom testu, najveću antioksidantnu aktivnost je imao ekstrakt krušine, dok je 
najmanju ispoljio ekstrakt kima. Statistički podaci ukazuju na to da se ekstrakti breze i 
komercijalnog preparata Vitalplant® međusobno značajno ne razlikuju. Takođe, velike razlike 
ne postoje ni između ekstrakata peršuna i pitome nane. U poređenju sa BHT-om, za koji je 
dobijena IC50 vrednost od 0,054 ± 0,009 mg/ml, svi ekstrakti su ispoljili značajno nižu AOA. 
Termičkim tretmanom, do značajnog smanjenja AOA dolazi jedino kod uzoraka 
pitome nane i krušine. 
Ako se dobijene vrednosti preračunaju na masu polaznog uzorka, dobijaju se rezultati 
prikazani u tabeli 4.20. 
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Tabela 4.19. AOA aktivnost etanolnih ekstrakata biljaka, odredjena spektrofotometrijski, 
izražena preko IC50 vrednosti kao mg ekstrakta/ml. 
 
Uzorak 
AOA aktivnost ekstrakta 
netretiran termički tretiran 
IC50 (mg/ml) ± SD IC50 (mg/ml) ± SD 
List pitome nane 6,71 ± 0,160ef 8,01± 0,606h 
Kora krušine 1,38 ± 0,188c 1,60± 0,142c 
List breze 5,68 ± 0,270ab 5,87 ± 0,609bd 
Plod kima 9,12 ± 0,233g 9,66 ± 0,096g 
Plod peršuna  6,32 ± 0,037de 6,85 ± 0,047f 
Vitalplant®   5,61 ± 0,543ab 5,21 ± 0,200a 
                   Brojevi označeni različitim slovima (a, b) u koloni se signifikantno razlikuju 
                kada se koristi Duncan-ov test višestrukih intervala, p<0,05. 
 
 Izražene na ovaj način, IC50 vrednosti svih uzoraka se međusobno statistički značajno 
razlikuju, pri čemu najveću antioksidantnu aktivnost ima uzorak krušine, a najnižu uzorak 
peršuna, dok su razlike između tretmana manje izražene.  Termičkim tretmanom, do 
značajnog smanjenja AOA dolazi jedino kod uzoraka pitome nane i peršuna. 
 Antioksidantna aktivnost (AOA) biljnih ekstrakata praćena je i kolorimetrijski na 
ELISA čitaču. Rezultati su prikazani u Prilogu (Slika 4.17.-4.19.). Osim razlike u tehnici 
praćenja, inkubacija na 50°C u ovom slučaju se vrši u struji toplog vazduha, a sva očitavanja 
se vrše  automatski. Poređenjem dobijenih rezultata (Tabele 4.19.-4.22.)  može se uočiti da su 
vrednosti slične, međutim značajna korelacija između serija rezultata ne postoji. 
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Tabela 4.20. AOA aktivnost etanolnih ekstrakata biljaka, preračunata na biljni uzorak, 
određena spektrofotometrijski, izražena preko IC50 vrednosti kao mg (biljnog materijala)/ml. 
 
Uzorak 
AOA aktivnost biljnog uzorka 
netretiran termički tretiran 
IC50 (mg/ml) ± SD IC50 (mg/ml) ± SD 
List pitome nane 38,9 ± 0,929e 46,5 ± 3,51a 
Kora krušine 6,25 ± 0,855b 7,24 ± 0,643b 
List breze 21,8 ± 1,03c 22,5 ± 2,37c 
Plod kima 49,6 ± 0,493a 49,6 ± 0,493a 
Plod peršuna  54,7 ± 0,679f 60,5 ± 2,85g 
Vitalplant®   32,4 ± 3,14d 30,1 ± 1,16d 
             Brojevi označeni različitim slovima (a, b) u koloni se signifikantno razlikuju 
              kada se koristi Duncan-ov test višestrukih intervala, p<0,05. 
 
Tabela 4.21. AOA aktivnost etanolnih ekstrakata biljaka, odredjena na ELISA čitaču, 
izražena preko IC50 vrednosti kao mg ekstrakta/ml. 
 
Uzorak 
AOA aktivnost ekstrakta 
netretiran termički tretiran 
IC50 (mg/ml) ± SD IC50 (mg/ml) ± SD 
List pitome nane 6,23 ± 0,569de 5,52 ± 0,355d 
Kora krušine 2,63 ± 0,409b 2,70 ± 0,337b 
List breze 8,23 ± 1,38a 7,31 ± 0,735a 
Plod kima 8,21 ± 0,046a 7,63 ± 0,281a 
Plod peršuna  7,54 ± 0,494a 8,10 ± 0,132a 
Vitalplant®   4,13 ± 0,076c 3,49 ± 0,628bc 
  Brojevi označeni različitim slovima (a, b) u koloni se signifikantno razlikuju  
                kada se koristi Duncan-ov test višestrukih intervala, p<0,05. 
 
 U kolorimetrijskom određivanju, najveću AOA aktivnost je imao ekstrakt krušine, kao 
i kod spektrofotometrijskog određivanja, dok su najmanju ispoljili ekstrakti kima, breze i 
peršuna, koji se međusobno nisu razlikovali. Komercijalni preparat Vitalplant® je i u ovom 
testu po aktivnosti bio na drugom mestu. Osim navedenog, na osnovu rezultata ovog testa, 
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termički tretman ne dovodi do značajne promene u AOA aktivnosti (Tabela 4.21.). Značajno 
je napomenuti da je na ovaj način za BHT dobijena znatno veća IC50 vrednosti od 0,273 ± 
0,028 mg/ml, koja je takođe, znatno niža od svih dobijenih vrednosti za ekstrakte. 
 Ako se dobijeni rezultati preračunaju na masu uzorka (Tabela 4.22.) interesantna je 
činjenica smanjenja u AOA usled termičkog tretmana kod uzorka peršuna, što se pokazalo i 
kod spektrofotometrijskog određivanja.  
 U poređenju sa ostalim testovima primenjenim u ovom radu, AOA u sistemu β-
karoten-linolna kiselina je test sa najslabijom ponovljivošću.  Razlike u rezultatima dobijenim 
na osnovu spektrofotometrijskog i kolorimetrijskog praćenja ukazuju na to da uslovi sredine u 
velikoj meri utiču na dinamiku procesa oksidacije. Korišćenje ELISA čitača, u cilju praćenja 
promena, u velikoj meri omogućava automatizaciju samog procesa, čime se može eleminisati 
niz grešaka prilikom manipulacije uzorkom.  
Tabela 4.22. AOA aktivnost etanolnih ekstrakata biljaka, preračunata na biljni uzorak, 
određena na ELISA čitaču, izražena preko IC50 vrednosti kao mg (biljnog materijala)/ml. 
 
Uzorak 
AOA aktivnost biljnog uzorka 
netretiran termički tretiran 
IC50 (mg/ml) ± SD IC50 (mg/ml) ± SD 
List pitome nane 36,1 ± 0,355bf 32,0 ± 3,30ab 
Kora krušine 11,9 ± 1,85c 12,3 ± 1,53c 
List breze 31,5 ± 5,28ab 28,0 ± 2,82ae 
Plod kima 42,2 ± 0,238g 39,2 ± 1,44fg 
Plod peršuna  61,78 ± 6,01h 68,8 ± 1,61i 
Vitalplant®   23,9 ± 0,440de 20,1 ± 3,63d 
              Brojevi označeni različitim slovima (a, b) u koloni se signifikantno razlikuju kada 
              se koristi Duncan-ov test višestrukih intervala, p<0,05. 
 
 Konačno, uzimajući u obzir sve rezultate određivanja AOA, može se zaključiti da je 
krušina uzorak sa najvećom aktivnošću u ovom testu, dok je peršun uzorak sa najmanjom 
aktivnošću. Svi uzorci pokazuju znatno nižu aktivnost u odnosu na BHT, a termičkim 
tretmanom se jedino statistički značajno smanjuje antioksidantna aktivnost uzorka   peršuna. 
 Poređenjem dobijenih rezultata sa rezultatima ostalih testova, statistički značajna 
korelacija nije uspostavljena. Hassimotto i sar. (2005), takođe, nisu uspeli da uspostave 
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korelaciju između sadržaja ukupnih fenola, vitamina C i AOA, sugerišući da je antioksidantna 
aktivnost u ovom testu rezultat kombinovanog delovanja različitih jedinjenja, koja imaju 
sinergistički ili antagonistički efekat.  
Chaillou i Nazareno, 2006 su ispitali antioksidantnu aktivnost različitih fenolnih 
jedinjenja u sistemu β-karoten-linolna kiselina, pri čemu su linolnu kiselinu selektivno 
oksidovali enzimatski, pomoću lipoksigenaze. Od 18 ispitanih fenolnih jedinjenja, kvercetin i 
sinapinska kiselina su pokazali najveću aktivnost. Sveobuhvatniju studiju su sproveli Burda i 
Oleszek, 2001, u kojoj su ispitali antioksidantnu aktivnost 42 flavonoida, pri čemu su 
oksidaciju linolne kiseline vršili termički. Oni su došli do zaključka da samo flavonoli sa 
slobodnom –OH grupom u položaju C-3 pokazuju značajnu aktivnost. 
 Naši rezultati ukazuju da je antrahinonima bogata krušina najbolji antioksidant od svih 
ispitanih biljaka u ovom testu. Choi i sar. (2000) su ustanovili da emodin i alaternin (2-
hidroksiemodin) uspešno vrše inhibicuju oksidacije linolne kiseline, tiocijanatnim testom. 
Yen i sar. (2000) su ispitali antioksidantnu aktivnost antrahinona i antrona u različitim 
sistemima. Inibiciju peroksidacije linolne kiseline ispitani antioksidanti, u koncentraciji od 
200 ppm, vrše u sledećem poretku: BHA (96%), antron (95%), alizarin (93%)>aloe-emodin 
(78%)>rein (71%)>emodin (36%)>antrahinon (8%). 
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4.3 ANTIOKSIDANTNA AKTIVNOST 
KOMERCIJALNOG PREPARATA VITALPLANT®  
U KEKSU 
 
Oksidacija lipida u prehrambenim proizvodima dovodi do promene u funkcionalnim i 
senzornim karakteristikama i smanjuje njihovu održivost. U cilju sprečavanja užegnutosti 
lipida u hrani, najčešće se koriste sintetički antioksidanti. Postoji osnovana sumnja da su 
najčešće korišćeni sintetički antioksidansi BHT (butilovani hidroksitoluen) i BHA (butilovani 
hidroksianisol) toksični, dok su prirodni antioksidansi, kao što su α,β,γ i δ tokoferol, skupi i 
manje efikasni (Moure i sar., 2001). 
Usporavanje procesa lipidne peroksidacije u prehrambenim proizvodima se efikasno 
može sprovesti primenom prirodnih antioksidanata kao što su biljni ekstrakti i začini. Biljke iz 
familije Lamiaceae, u koje spadaju ruzmarin, žalfija, timijan, origano i nana su pokazale 
potencijalno veliku mogućnost zbog prisustva komponenti koje mogu inhibirati lipidnu 
oksidaciju, a najefikasnijim su se pokazali ruzmarin i žalfija (Bravo, 1998; Pokorny i sar., 
2001). 
Sa stanovišta razvoja kardiovaskularnih bolesti, konzumiranje keksa i sličnih 
proizvoda se ne preporučuje zbog toga što ono dovodi do povećanog unosa zasićenih i trans-
nezasićenih masnih kiselina, za koje je dokazano da podižu nivo LDL-holesterola u krvi, a 
samim tim i povećavaju rizik od nastanka ovih bolesti (Mensik i sar., 2003).  
Sa druge strane, popularnost ovih proizvoda je izuzetno velika, zbog njihove relativno 
niske cene, velike raznovrsnosti i relativno dugog roka trajanja (Gandhi i sar., 2001).  
Zadnjih godina, velika pažnja se poklanja dizajniranju funkcionalnih dodataka 
pekarskim proizvodima u cilju postizanja smanjenog rizika od nastanka različitih bolesti.  
Pekarski proizvodi se obogaćuju fitosterolima, α-tokoferolom, β-karotenom (Quilez i sar., 
2005), kao i prehrambenim vlaknima, kao što je β-glukan ili psilium (Jenkins i sar., 2000). 
Biljna mešavina Vitalplant®  je ciljno komponovana na bazi biljnih droga za koje je 
poznato da blagotvorno deluju na digestivni trakt. Imajući u vidu dokazana antioksidantna 
svojstva mešavine različitim direktnim i indirektnim testovima, u okviru istraživanja u ovom 
radu je ispitana i antioksidantna aktivnost biljne mešavine Vitalplant®  u keksu.  
U ogledu koji je trajao šest nedelja, praćene su promene na lipidima MDA testom, kao 
i "skevindžer" aktivnost keksa na DPPH˙ radikale, svakih sedam dana. Obzirom da je poznato 
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da način primene antioksidanta (pulvis ili ekstrakt), metod i vreme dodavanja mogu znatno 
uticati na  efikasnost antioksidanta u hrani (Reddy i sar., 2005), u ovom radu smo biljnu 
mešavinu Vitalplant®  dodavali u vidu pulvisa i ekstrakta u različitim udelima. U okviru 
eksperimenta, praćene su promene između uzoraka kontrolnog keksa, keksa sa dodatkom 2%, 
4% i 6% pulvisa i keksa sa dodatkom 2%, 4% i 6% ekstrakta. 
Na slici 4.20. je prikazana promena u količini MDA u ovim uzorcima, tokom perioda 
skladištenja od 6 nedelja. 
Glavni proizvodi autooksidacije lipida tokom inicijalne faze ovog procesa su 
hidroperoksidi, te smo u ovom radu pokušali da pratimo peroksidni broj koji ukazuje na rane 
oksidativne promene. Međutim, tokom procesa skladištenja od 6 nedelja ni na jednom uzorku 
nismo uspeli da dokažemo pozitivne promene zbog nedovoljne osetljivosti ovog testa. TBA 
test (3.2.3.7.), mnogo osetljiviji u odnosu na hidroperoksidni, je indikator kasnih oksidativnih 
promena na lipidima. Malonildialdehid (MDA), glavni degradacioni proizvod lipidnih 
peroksida, je korišćen kao marker za određivanje stepena lipidne peroksidacije. 
Kao što se može uočiti sa slike 4.20. tokom prve četiri nedelje količina MDA je 
relativno niska u svim uzorcima, manja od 20 nmol (MDA)/g uzorka. Vrednosti MDA 
dobijene za drugu nedelju su najniže u odnosu na ostale vrednosti. Takođe, osim činjnice da je 
kontrolni uzorak u odnosu na ostale imao najveću MDA vrednost, jasan poredak između 
uzoraka tokom prve četiri nedelje ne postoji.  
Tokom pete nedelje dolazi do skoro dvostrukog porasta u MDA vrednosti kod svih 
uzoraka. Znatno veću MDA vrednost u odnosu na ostale je imao uzorak kontrolnog keksa, pri 
čemu je sudeći po poretku uzoraka, pulvis upravo proporcionalno svom udelu bio efikasniji u 
sprečavanju oksidacije lipida u odnosu na primenjene ekstrakte. 
Tokom šeste nedelje dolazi do daljeg porasta u količini MDA kod svih uzoraka, pri 
čemu je poredak među njima identičan.  Dobijeni rezultati ukazuju na to da je antioksidativna 
delotvornost biljne mešavine Vitalplant®  upravo proporcionalna primenjenom udelu, jer se 
dodavanjem pulvisa dodaje više antioksidanata u odnosu na ekstrakt koji je dobijen iz 
identične količine pulvisa. 
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Slika 4.20. Količina MDA u uzorcima keksa: kontrolni keks; keks sa 2% pulvisa (2% pul); 
keksa sa 4% pulvisa (4% pul); keks sa 6% pulvisa (6% pul); keks sa 2% ekstrakta (2% ekstr); 
keks sa 4% ekstrakta (4% ekstr); keks sa 6% 
od 6 nedelja. 
Slika 4.21. "Skevindžer"  aktivnost na DPPH
keksa: kontrolni keks; keks sa 2% pulvisa (2% pul); keksa sa 4% pulvisa (4% pul); keks sa 
6% pulvisa (6% pul); keks sa 2% ekstrakta (2% ekstr); keks sa 4% ekstrakta (4% ekstr); keks 
sa 6% ekstrakta (6% ekstr), tokom perioda skladištenja od 6 nedelja.
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U cilju određivanja "skevindžer"  aktivnosti na DPPH˙ radikale, metanolni ekstrakati 
keksa su pripremani na način opisan u poglavlju 3.2.4.3., tako da je svaki pripreman u četiri 
masene koncentracije u opsegu od 0,063 do 0,250 g keksa/ml, svakih sedam dana, tokom šest 
nedelja eksperimenta. Na osnovu dobijenih vrednosti, konstruisana je zavisnost između 
"skevindžer"  aktivnosti na DPPH˙ radikale i masene koncentracije keksa za svaki uzorak, 
svake nedelje. U svim ispitanim uzorcima sa porastom koncentracije povećava se 
antioksidantna aktivnost. U ispitanom koncentracionom opsegu dobijena je linearna zavisnost 
između koncentracije i "skevindžer"  aktivnosti na DPPH˙ radikale, za svaki uzorak tokom 
celog perioda skladištenja. Na osnovu jednačina linearne regresije izračunate su IC50 
vrednosti za svaki uzorak, a rezultati su predstavljeni na slici 4.21. 
Kao što se može videti sa slike 4.21., prve nedelje eksperimenta, uzorak kontrolnog 
keksa je imao IC50 vrednost od 0,296 ± 0,048 g/ml, veću od IC50 vrednosti svih ostalih 
uzoraka. Najmanju IC50 vrednost, odnosno najveću "skevindžer"  aktivnost na DPPH˙ 
radikale je imao uzorak keksa sa 6% pulvisa, koja je iznosila 0,115 ± 0,022 g/ml. Dobijene 
IC50 vrednosti za prvu nedelju imaju sledeći poredak: kontrola > keks sa 2% ekstrakta > keks 
sa 4% ekstrakta > keks sa 2% pulvisa > keks sa 6% ekstrakta > keks sa 4% pulvisa > keks sa 
6% pulvisa. 
IC50 vrednosti dobijene za drugu nedelju su gotovo identične kao i vrednosti dobijene 
za prvu nedelju ako se uzmu u obzir i dobijene standardne devijacije za svaki uzorak. 
Poređenjem vrednosti dobijenih za treću i prvu nedelju uočava se porast IC50 vrednosti kod 
svih uzoraka, pri čemu je on u slučaju kontrolnog keksa bio najveći, 2,11 puta, dok je kod 
keksa sa 6% pulvisa, za treću nedelju, dobijen porast od svega 3,18%. Poredak IC50 vrednosti 
uzoraka dobijenih za treću nedelju je nešto izmenjen u odnosu na prvu i drugu: kontrola > 
keks sa 2% ekstrakta > keks sa 2% pulvisa > keks sa 4% ekstrakta > keks sa 6% ekstrakta > 
keks sa 4% pulvisa > keks sa 6% pulvisa, i takav i ostaje do kraja eksperimenta.  
Tokom pete nedelje se uočava značajno povećanje IC50 vrednosti, naročito kod 
kontrolnog uzorka i uzorka keksa sa 2% ekstrakta. Ovo povećanje se može tumačiti gubitkom 
antioksidanata u procesu lipidne peroksidacije, naročito ako se uvaže i rezultati dobijeni u 
predhodnom MDA testu (Slika 4.20.). Statističkim poređenjem rezultata dva testa za petu i 
šestu nedelju dobijene su signifikantno značajne korelacije, za petu nedelju r=0,77; p<0,05, a 
za šestu nedelju r=0,85; p<0,05. 
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Dobijeni rezultati ukazuju i na to da i sam kontrolni uzorak keksa poseduje 
antioksidantnu aktivnost. Ovo se može pripisati proizvodima Majlarove reakcije (MRP), za 
koje je pokazano da poseduju antioksidantna svojstva (Yilmas i Toledo, 2005), da deluju kao 
redukcioni agensi (Hayase i sar., 1996), da poseduju helirajuća svojstva (Wijewickreme i 
Kitts, 1998) i da deluju kao hvatači slobodnih radikala (Monti i sar., 1999). Majlarova 
reakcija je kompleksna kaskada neenzimskih rekcija koja se odvija između ugljenih hidrata i 
proteina tokom pečenja (Slika 4.22.) (Jing i Kitts, 2000). Na osnovu molekulske mase MRP 
se mogu podeliti na jedinjenja sa molarnom masom manjom od 300 Da i braon polimere koji 
sadrže azot, melanoidine (Friedman, 1996). Manzocco i sar. (2001) ukazuju na značaj 
melanoidina za održivost termički tretiranih prehrambenih proizvoda.   
Poznato je da do gubitaka antioksidanata može doći tokom procesa proizvodnje i 
skladištenja, a posebno prilikom termičkog tretmana (Jonsson, 1991). U predhodnim in vitro 
testovima nije dokazano značajno smanjenje u antioksidantnoj aktivnosti biljnih komponenti, 
kao ni mešavine Vitalplant®  prilikom termičkog tretmana, na osnovu čega se indirektno može 
zaključti da ni proces pečenja keksa značajno ne utiče na antioksidantnu aktivnost biljne 
mešavine  Vitalplant® .  Reddy i sar. (2005) su ispitivali uticaj dodatka ekstrakata dobijenih iz 
Emblica officinalis, Moringa oleifera i Vitis vinifera na antioksidantnu aktivnost i oksidativnu 
stabilnost keksa. U pogledu termičkog tretmana pomenuti autori su došli do identičnog 
zaključka. 
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Slika 4.22. Majlarova rekcija: reakciona šema nastajanja pronil-L-lizina (I) iz proteina i 
glukoze, preko intermedijera acetilformoina (II).   
 
Ispitivanje antioksidantne aktivnosti lekovitog bilja i začina u prehrambenim 
proizvodima je u žiži interesovanja velikog broja naučnika, pri čemu se većina objavljenih 
rezultata odnosi na ispitivanja na rafinisanom ulju (Chang i sar., 1978; Tsimidou i sar., 1995; 
Hopia i sar., 1996; Frankel i sar., 1997; Huang i Frankel, 1997). Izvestan broj objavljenih 
radova se odnosi na ispitivanje antioksidantnih svojstava začina u mesu (Shahidi i sar., 1995; 
El-Alim i sar., 1999; Aguirrezábal i sar., 2000), dok se relativno mali broj radova odnosi na 
mogućnost primene začina i lekovitog bilja u keksu. 
Među njima, Ochi i sar. (1994) su dokazali da 2% etanolni ekstrakt zrna kafe usporava 
razvoj užeglosti keksa prilikom skladištenja, dok su Bassiouny i sar. (1990) dokazali 
antioksidantna svojstva prečišćenih etarskih ekstrakata biljaka Majorana hortensis, Mentha 
viridis, Mentha piperita i Ocimum basilicum u pekarskim proizvodima. Lean i Mohamed 
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(1999) su ispitivali antioksidantna i antimikrobna svojstva kurkume, Cymbopogon citratus, 
Piper betle, karanfilića, lista crnog bibera i Garcinia atriviridis u keksu. Došli su do zaključka 
da kurkuma ima najizraženija antimikrobna i antioksidantna svojstva, dok je list crnog bibera 
imao prooksidativno dejstvo. 
Konačno, uvažavajući rezultate oba test, može se zaključiti da dodatak biljne mešavine 
Vitalplant®, upravo proporcionalno primenjenoj koncentraciji, dovodi do povećanja 
antioksidantne aktivnosti keksa i smanjenja stepena lipidne peroksidacije. Rezultati ukazuju i 
na to da je pulvis efikasniji u sprečavanju lipidne peroksidacije i u većoj meri povećava 
"skevindžer"  aktivnost na DPPH˙ radikale u odnosu na etanolni ekstrakt koji je dobijen iz 
identične količine pulvisa. Osim toga, dobijeni rezultati ukazuju i na veliku oksidativnu 
stabilnost svih uzoraka keksa tokom prve četiri nedelje skladištenja, koja se može dovesti u 
vezu sa antioksidantnim delovanjem proizvoda Majlarove reakcije, za koje je dokazano da 
nastaju prilikom pečenja keksa.  
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5 Zaključak 
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U ovom radu je izvršeno kvantitativno određivanje i identifikacija fenolnih 
komponenata etanolnih ekstrakata  ploda peršuna (Petroselini fructus), kore krušine 
(Frangulae cortex), lista pitome nane (Mentha piperitae folium), ploda kima (Carvi fructus) i 
lista breze (Betulae folium), kao i komercijalnog preparata Vitalplant® ((Frangulae cortex (35 
%), Mentha piperitae folium (20%), Carvi fructus (20 %), Petroselini fructus (25 %)), 
primenom spektrofotometrijskih metoda određivanja sadržaja ukupnih fenola i flavonoida, 
kao i HPLC/DAD tehnike u cilju identifikacije fenolnih komponenti.  
U nastavku istraživanja ispitivana je antioksidantna aktivnosti etanolih ekstrakata 
primenom direktnih, ESR "spin trap“ spektroskopskih metoda određivanja “skevindžer“ 
aktivnosti na superoksid anjon i hidroksil radikale, i indirektnih, spektrofotometrijskih testova 
za određivanje "skevindžer" aktivnosti na DPPH˙ radikale, redoks potencijala i helatacione 
aktivnosti, kao i antioksidantne aktivnosti u sistemu β-karoten-linolna kiselina.  
Osim navedenog, deo istraživanja je posvećen ispitivanju termičke stabilnosti 
ekstrakata navedenih biljaka i komercijalnog preparata Vitalplant® radi sticanja uvida u 
mogućnost njihove primene u pekarskim i konditorskim proizvodima. 
U poslednjoj fazi rada, izvršeno je određivanje sposobnosti pulvisa i etanolnog 
ekstrakta komercijalnog preparata Vitalplant® da inhibiraju oksidaciju lipida u keksu, 
primenom spektrofotometrijskih testova "skevindžer" aktivnosti na DPPH˙ radikale i MDA 
testa. 
Na osnovu dobijenih rezultata se mogu izvesti sledeći zaključci: 
• Nakon ekstrakcije smešom etanol:voda (80:20, v/v) prinosi ekstrakcije se kreću 
oko 20%, pri čemu breza daje najveći, a kim najmanji  prinos. 
• U pogledu sadržaja ukupnih fenola, signifikantne razlike među uzorcima 
postoje, pri čemu je kim (2,89 ± 0,020%) uzorak sa najmanjim sadržajem, dok 
je pitoma nana (18,4 ± 0,001%) uzorak sa najvećim sadržajem fenola u 
ekstraktu. Na nivou polaznog uzorka biljnog materijala, krušina (3,66 ± 
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0,020%) i breza (3,61 ± 0,090%) su uzorci sa najvećim sadržajem biljnih 
fenola, dok je kod kima (0,563 ± 0,005%) utvrđen najmanji sadržaj. Termičkim 
tretmanom u većini slučajeva ne dolazi do značajne promene u sadržaju 
ukupnih fenola, osim u slučaju breze, gde je primećen blagi porast, i peršuna, 
gde je sadržaj neznatno smanjen. Porast u sadržaju fenola tokom termičkog 
tretmana bi se mogao objasniti hemijskim promenama u strukturi fenola, dok 
bi smanjenje moglo biti posledica njihove direktne degradacije. Kvantitativni i 
kvalitativni sadržaj fenola zavisi od biljne vrste što verovatno uslovljava 
razliku u promenama tokom termičkog tretmana. 
• Sadržaj ukupnih flavonoida u etanolnim ekstraktima se kretao od 0,510 do 
2,05%, pri čemu je ekstrakt Vitalplant® biljne mešavine bio najbogatiji 
flavonoidima, dok je ekstrakt peršuna imao najmanji sadržaj. Statistički 
parametri ukazuju na to da se svi ispitani ekstrakti značajno razlikuju u 
pogledu sadržaja flavonoida, kao i na to da termički tretman dovodi do 
njihovog značajnog smanjenja, u svim slučajevima osim kod peršuna. Ispitane 
biljke se međusobno razlikuju po kvantitativnom i kvalitativnom sadržaju 
flavonoida što verovatno uslovljava razliku u promenama tokom termičkog 
tretmana. 
• U etanolnom ekstraktu pitome nane utvrđeno je i kvantitativno određeno 
prisustvo kafene kiseline, hlorogenske kiseline, rutina, ruzmarinske kiseline, 
kao i slobodnih aglikona: kvercetina, naringenina, luteolina i apigenina. U 
poređenju sa ostalim kvantitativno određenim jedinjenjima, svojim sadržajem 
se ističe ruzmarinska kiselina. Nakon hidrolize, dolazi do porasta u sadržaju 
svih pomenutih jedinjenja usled raskidanja glikozidnih veza, osim u slučaju 
kafene kiseline, koja se verovatno delimično degradira pri primenjenim 
eksperimentalnim uslovima hidrolize. 
• U etanolnom ekstraktu krušine identifikovana su i kvantitativno određena 
sledeća jedinjenja: galna kiselina, protokatehinska kiselina, kafena kiselina, 
vanilinska kiselina, hlorogenska kiselina, siringična kiselina, kao i aloe-
emodin. Nakon hidrolize, utvrđeno je i prisustvo ferulne kiseline, miricetina, 
kvercetina, naringenina, luteolina i apigenina. Usled hidrolize, dolazi do 
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porasta sadržaja svih jedinjenja, osim u slučaju galne i vanilinske kiseline, čije 
se prisustvo nakon hidrolize nije moglo detektovati. 
• U etanolnom ekstraktu breze kvantitativno su određena sledeća jedinjenja: 
galna kiselina, protokatehinska kiselina, kafena kiselina, hlorogenska kiselina, 
ferulna kiselina, rutin i apigenin. Nakon hidrolize utvrđeno je prisustvo i 
miricetina, kvercetina, kemferola, kao i porast u sadržaju apigenina. Povećanje 
u sadžaju jedinjenja usled hidrolize je uočeno i u slučaju galne kiseline, kao i 
protokatehinske kiseline, dok je do smanjenja sadržaja, kao i u slučaju mente, 
došlo kod kafene kiseline. Nakon hidrolize neznatno je smanjen i sadržaj 
hlorogenske kiseline. Veliko povećanje u sadržaju galne kiseline nakon 
hidrolize se može objasniti hidrolizom galotanina.  
• Rezultati ispitivanja etanolnog ekstrakta kima su ukazali na prisustvo 
protokatehinske kiseline, kafene, hlorogenske, rutina i ruzmarinske kiseline, 
čiji je sadržaj kvantitativno određen. Nakon hidrolize protokatehinska kiselina 
nije detektovana, dok je sadržaj kafene kiseline smanjen, kao i u slučaju nane i 
breze. Kvantitativno određene količine kemferola i kvercetina su u skladu sa 
literaturnim podacima.  
• Kvantitativnom analizom sastava fenolnih jedinjenja etanolnog ekstrakta 
peršuna, utvrdili smo prisustvo: galne kiseline, protokatehinske kiseline, 
kafene kiseline, trans-cimetne kiseline, luteolina, kemferola i apigenina. Nakon 
hidrolize, utvrđeno je i prisustvo kverecetina, kao i porast u sadržaju svih 
ispitanih komponenti, a pogotovu apigenina. Porast u sadržaju galne kiseline 
nakon hidrolize se može objasniti hidrolizom galotanina, kao i u slučaju breze.  
• Analizom komercijalnog preparata Vitalplant® utvrđeno je prisustvo velikog 
broja jedinjenja, čije je prisustvo dokazano u pojedinačnim biljnim 
komponentama. Obzirom na kompleksnost smeše, komponente prisutne u 
suviše niskim koncentracijama je bilo teško kvantitativno odrediti.  
• Poređenjem ukupnog sadržaja fenola dobijenih spektrofotometrijski i HPLC 
metodom u ekvivalentima galne kiseline dobijaju se uporedive vrednosti, istog 
reda veličine, iako korelacija nije signifikantna za p<0,05.  
• ESR spektralnom analizom utvrđeno je da pripremljeni etanolni ekstrakti u 
opsegu ispitivanih masenih koncentracija, od 0,001 do 2,00 mg/ml, imaju 
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inhibitorni efekat na stvaranje O2˙ ili učestvuju u njihovoj transformaciji. 
Dodatak ekstrakata masene koncentracije 0,001 mg/ml, kod svih ispitanih 
uzoraka je nedovoljan da izazove inhibitorni efekat na stvaranje O2˙  radikala, 
dok su svi ekstrakti primenjeni u masenoj koncentraciji od  2,00 mg/ml ispoljili 
SAo2˙ od 100%. Pri masenoj koncentraciji od 1,50 mg/ml, ekstrakti pitome 
nane, preparata Vitalplant® i breze su takođe pokazali inhibitorni efekat od 
100%. Najmanju IC50 vrednost, odnosno najveću aktivnost u ovom testu 
pokazao je ekstrakt pitome nane, dok je najmanju aktivnost pokazao uzorak 
peršuna. Biljna mešavina Vitalplant® je u ovom testu pokazala veliku 
aktivnost, koja se može objasniti sinergističkim delovanjem komponenti koje 
je sačinjavaju. Dobijene IC50 vrednost su u statistički značajnoj korelaciji sa 
sadržajem ukupnih fenola određenih spektrofotometrijski (r=-0,89, p<0,05). 
Ovo je u skladu sa mišljenjem velikog broja autora, koji "skevindžer" aktivnost 
pripisuju delovanju biljnih fenola. 
• ESR spektralnom analizom utvrđeno je da pripremljeni etanolni ekstrakti u 
opsegu ispitivanih masenih koncentracija, od 0,005 do 0,200 mg/ml, imaju 
inhibitorni efekat na stvaranje ˙OH ili učestvuju u njihovoj transformaciji. Pri 
masenoj koncentraciji od 0,150 mg/ml svi uzorci, osim ekstrakta krušine, su 
takođe pokazali inhibitorni efekat od 100%. Dodatak ekstrakata masene 
koncentracije 0,005 mg/ml, kod svih ispitanih uzoraka je nedovoljan da 
izazove inhibitorni efekat na stvaranje ˙OH radikala, dok su svi ekstrakti 
primenjeni u masenoj koncentraciji od  0,200 mg/ml izvršili potpunu inhibiciju 
stvaranja DMPO-OH "spin adukta". U ovom testu krušina je uzorak koji je i 
pri svim ostalim koncentracijama pokazao najslabiju aktivnost. Najveću 
aktivnost u ovom testu, na nivou ekstrakta, imao je uzorak kima, dok je uzorak 
breze, na nivou polaznog biljnog materijala, imao najveću aktivnost. Visoka 
aktivnost komercijalnog preparata Vitalplant® se može pripisati sinergitsičkom 
delovanju komponenti koje potiču od različitih biljaka.  
• U testu na DPPH˙ radikale najmanja IC50 vrednost je dobijena za etanolni 
ekstrakt pitome nane (0,172 ± 0,002 mg/ml), dok je najveća vrednost dobijene 
za ekstrakte peršuna (4,65 ± 0,820 mg/ml). U poređenju sa komercijalnim 
antioksidantima, BHT-om i α-tokoferolom, pri masenoj koncentraciji od 0,100 
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mg/ml, za koje su dobijene vrednosti od 74,6% i 78,1%,  svi ispitani ekstrakti 
imaju nižu "skevindžer" aktivnost. Statistički podaci ukazuju na  značajne 
razlike u "skevindžer" aktivnosti između ispitanih biljaka, ali termički tretman 
ne dovodi do smanjenja "skevindžer" aktivnosti. Ustanovljena je i značajna 
pozitivna korelacija između sadržaja ukupnih flavonoida i "skevindžer" 
aktivnosti na DPPH˙ radikale (r=0,94; p<0,05), kao i između "skevindžer" 
aktivnosti na superoksid anjon i DPPH˙ radikale (r=0,94; p<0,89). Korelacija 
između sadržaja ukupnih fenola i "skevindžer" aktivnosti na DPPH˙ radikal je 
pozitivna, ali ne i statistički značajna.  
• Ispitivanjem redoks potencijala, najmanja IC50 vrednost ekstrakta dobijena je 
za uzorke pitome nane (0,677 ± 0,108 mg/ml). U poređenju sa IC50 vrednošću 
dobijenoj za BHT (0,120 ± 0,006 mg/ml), svi ekstrakti su pokazali niži redoks 
potencijal. Preračunavanjem dobijenih vrednosti na biljni materijal, statistički 
značajne razlike između uzoraka pitome nane, breze i komercijalnog preparata 
Vitalplant®  ne postoje. Izražene na ovaj način, IC50 vrednosti imaju 
međusobno identičan poredak kao i kod testa na DPPH˙ radikale (r=0,913; 
p<0,05). Osim navedenog dobijeni rezultati su i u visoko značajnoj korelaciji 
sa "skevindžer" aktivnošću na superoksid anjon radikale (r=0,980; p<0,05). 
Statistički parametri takođe ukazuju i na to da je povećanje u redoks 
potencijalu  kod uzoraka kima i peršuna nakon termičkog tretmana značajno.  
• Najveća helataciona aktivnost dobijena je za ekstrakt pitome nane (0,435 ± 
0,180 mg/ml), dok je najveća IC50 vrednost u ovom testu dobijena za ekstrakt 
krušine (1,39 ± 0,100 mg/ml).  Statistički gledano, ostali uzorci se međusobno 
ne razlikuju u velikoj meri. Iako relativno bliske, dobijene IC50 vrednosti su 
oko deset puta veće od IC50 vrednosti dobijene za EDTA (0,054  ± 0,002 
mg/ml). Termički tretman kod svih ispitanih uzoraka dovodi do smanjenja 
helatacione aktivnosti, pri čemu su statistički značajne razlike između tretmana 
dobijene jedino za ekstrakt  krušine. Preračunavanjem dobijenih IC50 vrednosti 
na masu uzorka, pitoma nana i breza su uzorci koji poseduju veću helatacionu 
aktivnost od ostalih uzoraka, koji se međusobno statistički značajno ne 
razlikuju. Pozitivna korelacije između "skevindžer" aktivnosti na hidroksil 
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radikale i helatacione aktivnosti (r=0,54; p<0,05) postoji, ali ona nije statistički 
značajna.  
• Rezultati antioksidantne aktivnosti (AOA) u sistemu β-karoten-linolna kiselina, 
praćeni spektrofotometrijski, ukazuju na najveću antioksidantnu aktivnost 
ekstrakta krušine, a najmanju ekstrakta kima. Statistički podaci ukazuju na to 
da se ekstrakti breze i Vitalplant® biljne mešavine međusobno značajno ne 
razlikuju. Velike razlike ne postoje ni između ekstrakata peršuna i pitome nane. 
U poređenju sa BHT-om, za koji je dobijena IC50 vrednost od 0,054 ± 0,009 
mg/ml, svi ekstrakti su ispoljili značajno nižu AOA. Termičkim tretmanom, do 
značajnog smanjenja AOA dolazi jedino kod uzoraka pitome nane i peršuna.  
• Kolorimetrijskim praćenjem oksidativne degradacije β-karotena  na ELISA 
čitaču, dobijaju se uporedive vrednosti, međutim značajna korelacija između 
serija rezultata ne postoji. U kolorimetrijskom određivanju, najveću AOA 
aktivnost je imao ekstrakt krušine, kao i kod spektrofotometrijskog 
određivanja, dok su najmanju ispoljili ekstrakti kima, breze i peršuna, koji se 
međusobno nisu razlikovali. Vitalplant®  biljna mešavina je i u ovom testu po 
aktivnosti bila na drugom mestu. Termički tretman ne dovodi do značajne 
promene u AOA aktivnosti. Kolorimetrijski praćeno, za BHT je dobijena 
znatno veća IC50 vrednosti (0,273 ± 0,028 mg/ml), koja je takođe, znatno niža 
od svih dobijenih vrednosti za ekstrakte. Uzimajući u obzir sve rezultate 
određivanja AOA, može se zaključiti da je krušina uzorak sa najvećom 
aktivnošću u ovom testu, dok je peršun uzorak sa najmanjom aktivnošću. Svi 
uzorci pokazuju znatno nižu aktivnost u odnosu na BHT, a termičkim 
tretmanom se jedino statistički značajno smanjuje antioksidantna aktivnost 
uzorka   peršuna.  
• Antioksidantna aktivnost komecijalnog preparata Vitalplant® u keksu, u ogledu 
koji je trajao šest nedelja, praćena je na osnovu promena na lipidima MDA 
testom, i "skevindžer" aktivnosti keksa na DPPH˙ radikale, svakih sedam dana. 
Biljna mešavina Vitalplant®  dodavana je u vidu pulvisa i ekstrakta u različitim 
koncentracijama. Tokom prve četiri nedelje količina MDA je relativno niska u 
svim uzorcima, manja od 20 nmol (MDA)/g uzorka. Osim činjnice da je 
kontrolni uzorak u odnosu na ostale imao najveću MDA vrednost, jasan 
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poredak između uzoraka tokom prve četiri nedelje ne postoji. Tokom pete 
nedelje dolazi do skoro dvostrukog porasta u MDA vrednosti kod svih uzoraka. 
Znatno veću MDA vrednost u odnosu na ostale je imao uzorak kontrolnog 
keksa, pri čemu je sudeći po poretku uzoraka, pulvis upravo proporcionalno 
sadržaju bio efikasniji u sprečavanju oksidacije lipida u odnosu na primenjene 
ekstrakte. Tokom šeste nedelje dolazi do daljeg porasta u količini MDA kod 
svih uzoraka, pri čemu je poredak među njima identičan.  Dobijeni rezultati 
ukazuju na to da je antioksidativna delotvornost biljne mešavine Vitalplant®  
upravo proporcionalna primenjenoj koncentraciji, jer se dodavanjem pulvisa 
dodaje više antioksidanata u odnosu na ekstrakt koji je dobijen iz identične 
količine pulvisa. Primenom testa na DPPH·radikale, prve nedelje eksperimenta, 
uzorak kontrolnog keksa je imao IC50 vrednost od 0,296 ± 0,048 g/ml, veću od 
IC50 vrednosti svih ostalih uzoraka. Najmanju IC50 vrednost, odnosno najveću 
"skevindžer" aktivnost na DPPH˙ radikale je imao uzorak keksa sa 6% pulvisa, 
koja je iznosila 0,115 ± 0,022 g/ml. Dobijene IC50 vrednosti za prvu nedelju 
imaju sledeći poredak: kontrola > keks sa 2% ekstrakta > keks sa 4% ekstrakta 
> keks sa 2% pulvisa > keks sa 6% ekstrakta > keks sa 4% pulvisa > keks sa 
6% pulvisa. Tokom pete nedelje dolazi do značajnog povećanja IC50 vrednosti, 
naročito kod kontrolnog uzorka i uzorka keksa sa 2% ekstrakta. Ovo povećanje 
se može tumačiti gubitkom antioksidanata u procesu lipidne peroksidacije, 
naročito ako se uvaže i rezultati dobijeni u predhodnom MDA testu. 
Statističkim poređenjem rezultata dva testa za petu i šestu nedelju dobijene su 
signifikantno značajne korelacije, za petu nedelju r=0,77; p<0,05, a za šestu 
nedelju r=0,85; p<0,05. Rezultati ukazuju i na to da je pulvis efikasniji u 
sprečavanju lipidne peroksidacije i u većoj meri povećava "skevindžer" 
aktivnost na DPPH˙ radikale u odnosu na etanolni ekstrakt koji je dobijen iz 
identične količine pulvisa. Osim toga, dobijeni rezultati ukazuju i na veliku 
oksidativnu stabilnost svih uzoraka keksa tokom prve četiri nedelje 
skladištenja, koja se može dovesti u vezu sa antioksidantnim delovanjem 
proizvoda Majlarove reakcije, za koje je dokazano da nastaju prilikom pečenja 
keksa.  
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• Uvažavajući rezultate oba test, može se zaključiti da dodatak biljne mešavine 
Vitalplant®, upravo proporcionalno njenom sadržaju, dovodi do povećanja 
antioksidantne aktivnosti keksa i smanjenja stepena lipidne peroksidacije.  
 
Rezultati ispitivanja antioksidantne aktivnosti biljnih sirovina ukazuju na to da sve 
ispitane biljne droge poseduju antioksidantnu akivnost u svim primenjenim testovima.  Osim 
po najvećem sadržaju ukupnih fenola, ekstrakti pitome nane se ističu i najvećom aktivnošću u 
većini primenjenih testova. Uzorak kima se ističe najmanjim sadržajem ukupnih fenola ali 
pokazuje najveći inhibitorni efekat na stvaranje ˙OH radikala. Krušina je uzorak sa 
najslabijim inhibitornim efektom na stvaranje ˙OH radikala, ali pokazuje najveću AOA 
aktivnost u sistemu β-karoten-linolna kiselina. Ekstrakti lista breze pokazuju relativno visoku 
aktivnost u svim primenjenim testovima, dok su ekstrakti peršuna pokazali relativno slabu 
antioksidantnu aktivnost u odnosu na ostale uzorke. Komercijalni preparat Vitalplant® je 
pokazao relativno visoku antioksidantnu aktivnost u većini testova, koja se može pripisati 
sinergističkom  delovanju komponenti koje je sačinjavaju. 
Konačno, može se zaključiti da su ispitane biljne sirovine: peršun (Petroselini fructus), 
krušina (Frangulae cortex), pitoma nana (Mentha piperitae folium), kim (Carvi fructus) i 
obična breza (Betulae folium), kao i komercijalni preparat Vitalplant® ((Frangulae cortex (35 
%), Mentha piperitae folium (20%), Carvi fructus (20 %), Petroselini fructus (25 %)) bogat 
izvor jedinjenja iz klase fenola. Sve ispitane biljne droge poseduju antioksidantnu aktivnost, 
koja se značajno ne menja usled termičkog tretmana. Dodatak biljne mešavine Vitalplant®, 
upravo proporcionalno njenom sadržaju, dovodi do povećanja antioksidantne aktivnosti keksa 
i smanjenja stepena lipidne peroksidacije. Dobijeni rezultati ukazuju na mogućnost primene 
komercijalnog preparata Vitalplant® u cilju proizvodnje šire palete proizvoda, koji bi bili 
senzorno prihvatljivi od strane potrošača,  a u isto vreme i potvrđeni u biološkim testovima 
kao funkcionalni. 
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Slika 4.3. Apsorpcioni spektri protokatehinske, vanilinske, hlorogenske i ferulne kiseline.  
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Slika 4.4. Apsorpcioni spektri miricetina, aloe-emodina, apigenina i kemferola. 
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Slika 4.5. Apsorpcioni spektri luteolina, kvercetina, naringenina i trans-cimetne kiseline. 
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Slika 4.7. Hromatogram ekstrakta krušine na 280 nm: A-pre hidrolize; B-nakon hidrolize. 
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  Slika 4.8. Hromatogram ekstrakta breze na 280 nm: A-pre hidrolize; B-nakon hidrolize. 
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Slika 4.9. Hromatogram ekstrakta kima na 280 nm: A-pre hidrolize; B-nakon hidrolize. 
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Slika 4.10. Hromatogram ekstrakta peršuna na 280 nm: A-pre hidrolize; B-nakon hidrolize. 
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Slika 4.17. Antioksidantna aktivnost (AOA) biljnih ekstrakata pitome nane
netretiranih, praćenih spektrofotometrijski (spektrofotom.); termič ć
spektrofotometrijski (spektrofotom.
(ELISA); termički tretiranih, prać
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Slika 4.18. Antioksidantna aktivnost (AOA) biljnih ekstrakata breze i kima: termič
netretiranih, praćenih spektrofotometrijski (spektrofotom.); termič ć
spektrofotometrijski (spektrofotom.
(ELISA); termički tretiranih, prać
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Slika 4.19. Antioksidantna aktivnost (AOA) biljnih ekstrakata peršuna i komercijalnog 
preparata Vitalplant®: termič ć
termički tretiranih, praćenih spektrofotometrijski (spektrofotom.
praćenih kolorimetrijski (ELISA); termič ć
  
 
ki netretiranih, pra enih spektrofotometrijski (spektrofotom.); 
-t); termič
ki tretiranih, pra enih kolorimetrijski (ELISA
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